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A. Arteria (Arterie) 
Abb.  Abbildung 
AK Antikörper 






BMPR2 bone morphogenetic protein receptor type-2 
bp Basenpaare  
BSA bovines Serumalbumin 
ca. circa 
CaCl2 Kalziumchlorid 
cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure (complementary 
 deoxyribonucleic acid) 
cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat (cyclic guanosine 
 monophosphate) 
CI Herzindex (cardiac index) 
CIH chronische intermittierende Hypoxie 
cm Zentimeter 
CO Herzminutenvolumen (cardiac output) 
CPAP nächtliche Überdruckbeatmung (continuous positive airway 
 pressure) 
CO2 Kohlendioxid 
Ct-Werte cycle threshold Werte 
DNA Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid) 




EDV enddiastolisches Volumen 
EDS endsystolisches Volumen 
EF Auswurffraktion (ejection fraction) 
EKG Elektrokardiogramm 
eNOS  endotheliale NO-Synthase (endothelial NO synthase) 
et al. und andere 
FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid (flavin adenine dinucleotide) 
FMN Flavin-Mononukleotid (flavin mononucleotide) 








HPAH heriditäre pulmonalarterielle Hypertonie 
HPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 
ICD internationale statistische Klassifikation der Krankheiten und 
 verwandter Gesundheitsprobleme (international statistical 
 classification of diseases and related health problems) 
I.E. internationale Einheiten 
i.p. intraperitoneal 
IL Interleukin 
iNOS induzierbare NO-Synthase (inducible NO synthase) 
IPAH idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie 








LAUP laserassistierte Uvulapalatopharyngoplastik 
LV linker Ventrikel 
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mmHg Millimeter Quecksilbersäule 
MPI myocardial performance index 
mRNA Boten-RNA (messenger RNA) 
MW Mittelwert 
n Anzahl 
N. Nervus (Nerv) 




NFκB  Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells 
nm Nanometer 
NMDA N-Methyl-D-Aspartat 
nNOS neuronale NO-Synthase (neuronal NO synthase) 
NO Stickstoffmonoxid 
NOS1 neuronale NO-Synthase 
NOS2 induzierbare NO-Synthase 
NOS3  endotheliale NO-Synthase 
Nox Normoxie 
Nr.  Nummer 
O2 Sauerstoff 
O2- Superoxid 
ODI  Zahl der Sauerstoffsättigungsabfälle je Schlafstunde (oxygen 
desaturation index) 




OSAS obstruktives Schlafapnoe-Syndrom  
PAH pulmonalarterielle Hypertonie (pulmonary arterial hypertension) 
PAP pulmonalarterieller Druck (pulmonary arterial pressure) 
PAPm mittlerer pulmonalarterieller Druck 
PBS phosphatgepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 
PC personal Computer 
pCO2 Kohlendioxid-Partialdruck (carbon dioxide partial pressure) 
PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 
PDE Phospodiesterase 
pg  Pikogramm 
PH  pulmonale Hypertonie 
PMSF  Phenylmethylsulfonylfluorid 
pO2 Sauerstoff-Partialdruck (oxygen partial pressure) 
PVDF  Polyvenylidendifluorid 
RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 
ROS reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species) 
RT-PCR Echtzeit Polymerase-Kettenreaktionen (real time polymerase chain 
reaction) 
RV rechter Ventrikel 




SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide) 
sec. Sekunde 
SEM Standardfehler (standard error of the mean)  
SV Schlagvolumen 
Tab. Tabelle 
TAPSE tricuspid annular plane systolic excursion  
TBST Tris gepufferte Kochsalzlösung (tris buffered saline) mit Tween 
TEMED N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin 
TNF-α Tumornekrosefaktor alpha 
UPPP Uvulapalatopharyngoplastik 
UPS Unterkieferprotrusionsschiene  
V. Vena (Vene) 
v.a. vor allem 
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v/v Volumenkonzentration (m3/m3) 
VIP vasoaktives intestinales Peptid 
VTI Geschwindigkeits-Zeit-Integral (velocity time integral) 
w/v Massenkonzentration (g/100ml) 
WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization) 
WT Wildtyp 

























1.1 Das obstruktive Schlafapnoe-Syndrom des Menschen 
1.1.1 Definition und Klassifikation 
Das obstruktive Schlafapnoe-Syndrom (OSAS) ist eine weitverbreitete Erkrankung 
und die am häufigsten vorkommende schlafbezogene Atmungsstörung (Sankri-
Tarbichi 2012). Gekennzeichnet ist sie durch eine wiederkehrende Verengung der 
Atemwege während der Schlafphase. Diese Obstruktion führt zu einem 
Atemstillstand (Apnoe) und daraus folgender Hypopnoe, Hypoxämie und einer 
Erhöhung des arteriellen pCO2. Bei einer mindestens 10 Sekunden andauernden 
Verringerung der Atemamplitude oder der Bewegung der Brustwand auf unter 25% 
spricht man von einer Apnoe. Eine Abnahme von unter 70% wird als Hypopnoe 
bezeichnet. Das Schlafapnoe-Syndrom des Menschen kann anhand der 
unterschiedlichen Mechanismen, die die Entstehung der Apnoephasen hervorrufen, 
in zwei Kategorien unterteilt werden: Das obstruktive Schlafapnoe-Syndrom ist 
dadurch charakterisiert, dass ein teilweiser oder kompletter Verschluss der oberen 
Atemwege aufgrund anatomischer Veränderungen vorliegt, wohingegen das weitaus 
seltener vorkommende zentrale Schlafapnoe-Syndrom durch Reizleitungsstörungen 
des zentralen Nervensystems zu den für die Atmung relevanten Muskelgruppen 
zustande kommt (Banno 2007) (Tabelle 1.1.1).  
G47.- Schlafstörungen 
G47.3- Schlafapnoe 
 Exkl.: Pickwick-Syndrom (E66.29) 
Schlafapnoe beim Neugeborenen (P28.3) 
G47.30 Zentrales Schlafapnoe-Syndrom 
G47.31 Obstruktives Schlafapnoe-Syndrom 
G47.38 Sonstige Schlafapnoe 
G47.39 Schlafapnoe, nicht näher bezeichnet 
 
Tabelle 1.1.1: Klassifikation des Schlafapnoe-Syndroms nach ICD-10 (ICD-10 online, WHO- Version 
2013 (Thorpy 2012; Krollner 2013a) 
Einleitung 
 11 
Zur Einteilung des Schweregrades des obstruktiven Schlafapnoe-Syndroms wird der 
Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) herangezogen (Tabelle 1.1.2). Dieser ist definiert als 
die totale Anzahl der Apnoe- bzw. Hypopnoe-Ereignisse pro Stunde Schlaf. Vom 
OSAS spricht man erst ab einem AHI ≥5 sowie typischen klinischen Symptomen 
(z.B. Schnarchen, Tagesschläfrigkeit, nicht erholsamer Schlaf, 
Konzentrationsschwierigkeiten) (Banno 2007). Ein weiterer wichtiger Parameter, um 
den Schweregrad des OSAS einzuteilen, ist der oxygen desaturation index (ODI). 
Dieser gibt die Zahl der Abfälle in der Sauerstoffsättigung je Stunde Schlaf an. Eine 
Studie von Chung et al. zeigte, dass der ODI stark mit dem AHI korreliert. Weiterhin 
ist ein ODI von >5, >15 bzw. >30 ein guter Prädiktor für einen AHI von >5, >15 oder 






Tabelle 1.1.2: Einteilung des Schweregrades des obstruktiven Schlafapnoe-Syndroms nach 
Recommendations for syndrome definition and measurement techniques in clinical research 
(AASM 1999) 
1.1.2 Epidemiologie 
Eine Studie von Young et al. in den USA zeigte nach Untersuchungen im Schlaflabor 
bei 2% der Frauen und 4% der Männer ein klinisch manifestes OSAS (AHI≥5). Die 
Prävalenz betrug bei Frauen 9% und bei Männern 24% im Alter zwischen 30 und 60 
Jahren. Zusammenfassend war in allen Altersgruppen bei Männern eine deutlich 
höhere Prävalenz des OSAS zu beobachten (Young 1993).  
Für Westeuropa war anhand der Studie von Ohayon et al. eine Prävalenz für das 
OSAS von 1,9% (Großbritannien), 1,8% (Deutschland) und 1,1% (Italien) zu 
erkennen. Hierbei wurden die Daten mit Hilfe eines standardisierten Interviews 
(SLEEP-EVAL) gewonnen (Ohayon 2000). 
Ähnliche Ergebnisse für Großbritannien konnte auch die British Thoracic Society mit 
einer Prävalenz von 0,5 bis 1% für die mittlere bis schwere Form des OSAS 
Einleitung 
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nachweisen. Auch hier war die Prävalenz bei Frauen geringer als bei Männern (BTS 
2007). 
Mit Hilfe von polysomnographischen Untersuchungen wurden die Daten von Punjabi 
ermittelt, der für Nordamerika, Europa, Australien und Asien ähnliche Prävalenzen 
von 3-7% bei Männern und 2-5% bei Frauen feststellte. Diese Daten sind hinsichtlich 
der klinischen Symptomatik nicht korrigiert, zeigen allerdings, wie ähnlich die 
Prävalenzen weltweit sind. Dies führt zu der Vermutung, dass das OSAS eine 
Erkrankung ist, die sowohl in Industrie- als auch in Entwicklungsländern weit 
verbreitet ist (Punjabi 2008). 
Genaue Aussagen über die weltweite Prävalenz zu machen ist allerdings schwierig, 
da bei mehr als 85% der Patienten mit klinischen Anzeichen das OSAS nicht 
diagnostiziert wurde. Somit stellt der Anteil der Patienten, auf den sich viele Studien 
beziehen, nur die Spitze des Eisberges der an OSAS erkrankten Menschen dar, wie 
eine Studie der American Heart Association und des American College of Cardiology 
zeigte (Somers 2008).  
1.1.3 Pathophysiologie und Risikofaktoren 
Die pathophysiologischen Vorgänge des OSAS sind charakterisiert durch die 
oropharyngale Obstruktion, die Hypoxämie und die zentralnervöse 
Aktivierungsreaktion (Arousal). Die Obstruktion der Atemwege erfolgt zumeist in dem 
Bereich des Pharynx der nicht durch Knorpel oder Knochen vor einem Kollaps 
geschützt ist (Somers 2008). Zur teil- oder vollständigen Obstruktion der Atemwege 
kommt es aufgrund des Zurücksinkens der Zunge gegen den weichen Gaumen 
sowie durch den Kollaps der Muskulatur des Oropharynx. Dieser Kollaps des 
Pharynx entsteht, wenn sich das Gleichgewicht zwischen der Kraft der 
Pharynxmuskulatur und dem auf die Pharynxwand ausgeübten Sog verschiebt 
(Rauscher 1992).  
Sinkt nun während des Schlafes der Tonus der oberen Atemwegsmuskulatur ab und 
liegen abnormale anatomische Veränderungen vor (zu enge Atemwege, vergrößerte 
Tonsillen, Fettablagerungen, Brachy- und Retrognathie), führt dies zu einer 
Verengung des Pharynx und einer Steigerung der Strömungsgeschwindigkeit 
(Rauscher 1992). Zum Kollaps der oropharyngalen Muskulatur und damit zum 
vollständigen Verschluss kommt es erst, wenn der Verschlussdruck durch den 
Einleitung 
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Pharynx den negativ intraluminalen Druck unterschreitet. Bedingt durch die 
Okklusion wird der Sauerstoffaustausch behindert/erschwert, wodurch es zu Apnoe- 
oder Hypopnoephasen mit Hypoxämie und Hyperkapnie sowie einer Erhöhung des 
pCO2 und Erniedrigung des pO2 kommt. Hierdurch entsteht eine Steigerung der 
Atemleistung mit starker Kontraktion des Zwerchfells (Rauscher 1992). Diese 
Kontraktionen und die sich verschlechternden Blutgaswerte aktivieren den 
Sympathikus und gipfeln so im Arousal und damit in einer Weckreaktion des 
Menschen. Kennzeichnend für diese Phase ist ein lautes Schnarchen, das mit einer 
kurzen Hyperventilationsphase und einem maximalen Anstieg des Blutdruckes 
verbunden ist (Rauscher 1992; Bonsignore 1994; Somers 2008).  
Durch die Unterbrechung des Schlafes kommt es zu einer Erhöhung des 
Muskeltonus und schließlich zur Öffnung des Pharynx, was zur Folge hat, dass sich 
Blutgase und Atmung wieder normalisieren und der Mensch wieder einschläft. 
Hiernach wiederholt sich der Zyklus von neuem (Rauscher 1992). Diese 
wiederkehrenden Hypoxie-Episoden und die sich daran anschließende 
Reoxygenierung werden auch als chronisch intermittierende Hypoxie (CIH) 
bezeichnet und können zu einer Aktivierung der Entzündungskaskade sowie zu 
oxidativem Stress und endothelialer Dysfunktion führen (Dyugovskaya 2003). 
Die Unterbrechungen des Schlafes werden zwar meistens nicht bewusst 
wahrgenommen, führen aber zu den typischen Symptomen des OSAS, darunter 
Tagesmüdigkeit, nicht erholsamer Schlaf und verminderte Konzentrationsfähigkeit 
(Rauscher 1992; Banno 2007). 
 
Wie Tabelle 1.1.3 zeigt sind die Risikofaktoren für die Pathogenese des OSAS 
vielfältig. Prädisponierend sind anatomische, genetische, metabolische und 
endokrine Faktoren. Zusätzlich bewirkt die Einnahme mancher Substanzen eine 
Verringerung des Muskeltonus und birgt somit ein zusätzliches Risiko. Der 




o 10% Gewichtszunahme 32% Erhöhung des AHI  
o 10% Gewichtsabnahme 26% Verringerung des AHI  
• Geschlecht 
o Männer sind häufiger betroffen: 
 mehr weiches Gewebe im Nacken 
 dickerer Nackenumfang 
 ↑Kollapsgefahr der oberen Luftwege  
• Alter 
o Personen ≥ 65 Jahre  2-3-fach höhere Prävalenz  
• Familiäre/ Genetische Prädisposition 
• Ethnische Zugehörigkeit 
o Asiaten 
• Besonderheiten der kranofazialen Anatomie 
o Retrognathie 
o Vergrößerte Tonsillen oder Adenoide 










Tabelle 1.1.3: Risikofaktoren des obstruktiven Schlafapnoe-Syndroms (Young 2002; Banno 2007; 
Punjabi 2008; Zhang 2012a) 
1.1.4 Klinisches Bild 
Die Merkmale des OSAS sind vielfältig und können in schlafbezogene und 
nichtschlafbezogene Symptome unterteilt werden. Die schlafbezogenen 
Leitsymptome können wiederum in tägliche und nächtliche Anzeichen aufgeteilt 
werden. Tagsüber kann exzessive Tagesmüdigkeit, Depression, Müdigkeit, 
Gedächtnisstörung, Morgenübelkeit oder morgendlicher Kopfschmerz sowie 
Impotenz festgestellt werden. Zu den nächtlichen Symptomen gehören Schnarchen, 
Keuchen, Schnappatmung, vom Partner beobachtete Atempausen und Nykturie. Die 
nichtschlafbezogenen Merkmale des OSAS können in drei Gruppen gegliedert 
werden:  
• kardiovaskuläre Erkrankungen (z.B. Pulmonale Hypertonie, arterielle 
Hypertonie, Arrhythmie)  
• psychische Störungen (z.B. Depression, Schizophrenie) 
• metabolische Erkrankungen (z.B. Diabetes mellitus Typ 2, Insulinresistenz) 
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Diese stellen die mit dem OSAS einhergehenden Komorbiditäten dar (Young 2002; 
Banno 2007; McNicholas 2008). 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Einflüsse des OSAS auf die arterielle Hypertonie 
und die pulmonale Hypertonie untersucht werden, weshalb diese Erkrankungen im 
Folgenden genauer erklärt werden (siehe Kapitel 1.2-1.4). 
1.1.5 Therapie  
Die Therapie des OSAS ist abhängig von mehreren Faktoren, wie Schwere der 
Erkrankung, AHI, Form und klinischen Symptomen (S3-Leitlinie 2009). 
Wie bereits unter 1.1.3 beschrieben ist Adipositas ein wichtiger Risikofaktor für das 
OSAS, weshalb eine Gewichtsreduktion ein wichtiger begleitender Faktor für die 
Therapie darstellt (Buchwald 2004; Schwartz 2008).  
Heutzutage stellt die nächtliche Überdruckbeatmung (CPAP; Continous Positive 
Airway Pressure) den Goldstandard in der Behandlung des OSAS dar. Erstmalig 
beschrieben wurde diese Methode 1981 von Sullivan et al (Sullivan 1981). Es ist ein 
nichtinvasives Verfahren, bei dem Druckluft über eine Gesichts- oder Nasenmaske in 
die oberen Atemwege gepumpt wird (Prabhat 2012). Die CPAP kann bei allen 
Schweregraden des OSAS angewendet werden. Dabei werden nicht nur die 
Atemaussetzer, die Tagesmüdigkeit und die Lebensqualität verbessert, sondern 
auch die Unfallneigung verringert (Ayas 2006; Kushida 2006). Inwieweit sich die 
Symptome verbessern ist allerdings abhängig von der Anwendungsdauer des 
Gerätes während des Schlafes (Weaver 2008). 
Unerwünschte Nebeneffekte sind unter anderem Irritationen des Nasen- und 
Gesichtsgewebes, Mundtrockenheit und schmerzende Augen (NHMRCA 2000), was 
dazu führt, dass das Verfahren nicht von allen Patienten akzeptiert wird (Somers 
2008). 
Für Patienten mit einer leichten bis mittelschweren Form des OSAS, bei denen die 
CPAP-Therapie nicht zum Erfolg geführt hat oder die diese Art der Behandlung 
abgelehnt haben, ist die Unterkieferprotrusionschiene (UPS) eine Alternative 
(Kushida 2006). Die Aufgabe der Schiene ist es, den Unterkiefer möglichst weit 
vorne zu fixieren, um ein Zurückfallen der Zunge und der Muskelstrukturen in den 
Pharynx zu verhindern, wodurch die Atemwege mechanisch offengehalten werden. 
Das Schienensystem wird hierbei individuell von Zahnmedizinern nach den 
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Abdrücken des Patienten angepasst (Schwarting 2007), wobei neuere Daten darauf 
hindeuten, dass Zweischienensystemen gegenüber einer Schiene der Vorzug zu 
geben ist (Rose 2002; Vanderveken 2008). 
Die positiven Auswirkungen der Anwendung solcher Schienen sind nicht so 
ausgeprägt wie unter CPAP-Therapie und abhängig von AHI, Alter, BMI und 
Geschlecht (Ferguson 2006; Chan 2008).  
Nebenwirkungen dieser Therapie treten bei 6-86% der Patienten auf, darunter 
Hypersalivation, Mundtrockenheit und Abweichung der Kieferstellung (Kushida 
2006; Chan 2008). 
Des Weiteren gibt es operative Verfahren, welche sich wie folgt unterteilen lassen: 
• resektive: Uvulapalatopharyngoplastik (UPPP), laserassistierte Uvulo-
palatoplastik (LAUP) 
• nichtresektive: z.B. Weichgaumenimplantate, Radiofrequenzchirurgie 
• Osteotomie: mandibulär, maxillo-mandibulär 
Bei den resektiven Operationstechniken werden die Obstruktionen, die den normalen 
Luftfluss behindern, beseitigt. Zu einer Verbesserung der Symptome eines leichten- 
bis mittelgradigen OSAS kommt es bei der UPPP in 40-50% der Fälle (Won 2008). 
Mit der Zeit kann diese Verbesserung allerdings abnehmen (Walker-Engström 
2002). Zusätzlich birgt diese Methode ein hohes peri- und postoperatives Risiko 
sowie die Gefahr von unerwünschten Nebeneffekten, wie z.B. Stimmveränderungen 
und Schluckbeschwerden (Won 2008). Die LAUP hat nur eine geringe 
Erfolgsaussicht und führt häufig zu Nebenwirkungen, weshalb dieses Verfahren nicht 
empfohlen wird (Won 2008).  
Walker et al. beschreiben in einer Studie von 2006, dass die meisten Patienten, die 
zu Beginn der Therapie mittels Weichgaumenimplantaten eine Verbesserung der 
Symptome zeigten, diese über den Beobachtungszeitraum von 90 Tagen 
beibehalten haben (Walker 2007). So kann diese Behandlungsart bei einigen 
Personen mit gering- bis mittelgradiger Schlafapnoe eine minimalinvasive Alternative 
darstellen.  
Wenn kraniofaziale Besonderheiten vorliegen können auch Osteotomien von Ober- 
und Unterkiefer eine wichtige Therapieart darstellen (Boudewyns 2007). Hierbei 
unterscheidet man die mandibuläre Osteotomie mit einer Responderrate von 35-60% 
(Won 2008) und das maxillo- mandibuläre Advancement, welches in 90-100% der 
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Fälle zu einer Verbesserung der Symptome führt (Conradt 1997; Hochban 1997; 
Prinsell 1999; Riley 2000). 
Als letztes operatives Verfahren sei noch die Tracheotomie genannt, die zwar die 
Obstruktion zuverlässig beseitigt, jedoch aufgrund der Begleiterscheinungen nur als 
Ultima Ratio für Personen, bei denen alle anderen Therapiearten keinen Erfolg 
gebracht haben, anzusehen ist (Won 2008). 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die operativen Verfahren zwar einen 
gewissen Erfolg in der Behandlung des OSAS zeigen, jedoch jede Operation ein 
Risiko birgt, weshalb diese Behandlungsart nicht als primäre Therapie in Betracht 
gezogen werden sollte (Sundaram 2005; Lin 2008; Franklin 2009). 
Für den Therapieerfolg durch eine medikamentöse Behandlung des OSAS gibt es 
nur unzureichende Beweise. Eine medikamentöse Therapie ist sinnvoll bei Patienten, 
die aufgrund einer anderen Grunderkrankung (z.B. Akromegalie oder Hypothyreose) 
an Schlafapnoe leiden, allerdings wird hierdurch das OSAS nicht immer komplett 
geheilt (Smith 2006; S3-Leitlinie 2009). 
1.2. Arterielle Hypertonie des Menschen 
1.2.1 Definition und Klassifikation 
Die arterielle Hypertonie ist ein Krankheitsbild, das durch eine chronische Erhöhung 
des Blutdruckes auf Werte >140mmHg (systolisch) und >90mmHg (diastolisch) 
charakterisiert ist (Pschyrembel 2001). Laut World Health Organisation (WHO) sind 
mehrere Einteilungen möglich. Die Unterscheidung nach der Ursache ist eine 
Möglichkeit das Krankheitsbild der arteriellen Hypertonie zu differenzieren. Eine 
primäre (essentielle) Hypertonie liegt vor, wenn der Erkrankung keine eindeutige 
Ätiologie zugrunde liegt. Ist die zur Hypertonie führende Krankheit jedoch bekannt, 




I10-I15 Hypertonie [Hochdruckkrankheit] 
 Exkl.: 
Als Komplikation bei Schwangerschaft, Geburt oder Wochenbett 
(O10-O11, O13-O16) 
Hypertonie beim Neugeborenen (P29.2) 
Mit Beteiligung der Koronargefäße (I20-I25) 
Pulmonale Hypertonie (I27.0) 
 Info.: 
I10.- Essentielle (primäre) Hypertonie  
I11.- Hypertensive Herzkrankheit  
I12.- Hypertensive Nierenkrankheit  
I13.- Hypertensive Herz- und Nierenkrankheit  
I15.- Sekundäre Hypertonie  
 
Tabelle 1.1.4: Einteilung der Hypertonie nach ICD-10 (ICD-10 online, WHO-Version 2013 (Krollner 
2013b) 
 
Eine weitere Unterscheidung des Krankheitsbildes kann auf Grundlage der Höhe des 
Blutdruckes erfolgen (Tabelle 1.1.5). 
Kategorie systolisch (mmHg) diastolisch (mmHg) 
optimaler Blutdruck < 120 < 80 
normaler Blutdruck 120–129 80–84 
hoch-normaler Blutdruck 130–139 85–89 
milde Hypertonie (Stufe 1) 140–159 90–99 
mittlere Hypertonie (Stufe 2) 160–179 100–109 
schwere Hypertonie (Stufe 3) > 180 > 110 
isolierte systolische Hypertonie > 140 < 90 
 
Tabelle 1.1.5: Einteilung der Hypertonie nach Höhe des Blutdrucks (S2-Leitlinie 2008) 
 
Die Einteilung nach Endorganschäden stellt eine dritte Möglichkeit der Klassifikation 
dar (Pschyrembel 2001).  
• WHO-Grad I: keine Schäden von Herz, Niere und Gehirn, normaler 
Augenhintergrund 
• WHO-Grad II: Schädigung an Herz, Niere oder Gehirn, Augenhintergrund-
veränderungen 




1.2.2 Arterielle Hypertonie und Herzerkrankungen 
Um einer erhöhten Nachlast aufgrund einer Hypertonie entgegenzuwirken, stehen 
dem Herzen eine Reihe von Adaptationsmechanismen zur Verfügung. Auf eine 
gesteigerte Nachlast initiiert das Herz einige Kompensationsmechanismen, darunter 
die Aktivierung des Sympathikus und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems 
(RAAS) sowie als längerfristiger Kompensationsmechanismus die konzentrische 
Hypertrophie, die als Folge einer Zunahme der Wandstärke entsteht. Die Aktivierung 
des RAAS und des Sympathikus führt zu einer Vasokonstriktion mit nachfolgender 
Blutdruckerhöhung, ebenso wie zu einer Steigerung der Herzfrequenz und der 
Kontraktilität. Bleibt die Ursache für die Belastung des Herzens längerfristig 
bestehen, so vermag dieses dieser Anforderung nicht mehr standzuhalten, was in 
einer pathologischen Hypertrophie resultiert (Schneider 2008; Bernardo 2010). 
Aufgrund dieser Vorgänge kann Bluthochdruck zu einer linksventrikulären 
Hypertrophie führen, die in einer systolischen und nachfolgend auch in einer 
diastolischen Einschränkung der Herzfunktion mit anschließender Herzinsuffizienz 
gipfeln kann. Somit ist die Linksherzhypertrophie für Patienten mit arterieller 
Hypertonie ein entscheidender Faktor für Morbidität und Mortalität (Verdecchia 
1998; Rabkin 2012). 
Weiterhin gibt es eine wichtige Verbindung von Bluthochdruck und koronarer 
Herzerkrankung. Eine Erhöhung des Blutdruckes erhöht das Risiko von 
Nierenerkrankungen, Hirnschlag, Herzinfarkt und Herzinsuffizienz (Chalmers 1999; 
JNC-7-Guidelines 2004). 
Zusätzlich ist die arterielle Hypertonie entscheidend an der Entstehung von 
Arteriosklerose und den daraus resultierenden Folgen, darunter Angina pectoris, 
Myokardinfarkt oder Herztod beteiligt (Khaleghi 2009).  
1.2.3 Therapie  
Ziel der Therapie ist es, den Blutdruck über einen längeren Zeitraum auf 
<140/90mmHg zu senken und damit das kardiovaskuläre Risiko langfristig zu 
verringern. Eine Erniedrigung des Blutdruckes auf <130/80mmHg empfiehlt sich bei 
Menschen die unter Diabetes mellitus oder einer Niereninsuffizienz leiden. Zusätzlich 
zu der medikamentösen Behandlung mit Antihypertensiva empfiehlt sich eine 
Umstellung der Lebensgewohnheiten (z.B. Gewichtsreduktion, Ausdauertraining). 
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Leidet der Patient unter einer sekundären Hypertonie so sollte die Behandlung der 
zugrundeliegenden Erkrankung im Vordergrund stehen (Huber 2011).  
1.3 Pulmonale Hypertonie des Menschen 
1.3.1 Definition und Klassifikation 
Unter der Bezeichnung pulmonaler Hypertonie (PH) werden mehrere Erkrankungen 
multifaktorieller Ursachen, die durch einen Anstieg des Gefäßwiderstandes der 
Lungenstrombahn und durch eine Erhöhung des arteriellen Druckes charakterisiert 
sind, zusammengefasst. Entscheidend für diese Veränderungen sind Erkrankungen 
des Herzens (Linksherzversagen, Klappenanomalien) und der Lunge (COPD, 
Hypoxie), ebenso wie Umbauvorgänge an den Lungengefäßen (Obstruktion der 
kleinen Pulmonalarterien, Gefäßproliferation und -remodeling). Als Konsequenz der 
PH kann es aufgrund der Erhöhung der Nachlast zu einer Rechtsherzhypertrophie 
kommen, die bei einer starken chronischen Belastung in einem Cor pulmonale mit 
terminaler rechtsventrikulärer Dekompensation gipfeln kann (Rosenkranz 2007). 
Zur Sicherung der Diagnose ist heutzutage die Rechtsherzkatheterisierung mit 
Bestimmung des mittleren pulmonalarteriellen Druckes (PAPm) die Methode der 
Wahl. Wird ein PAPm von ≥ 25mmHg in Ruhe festgestellt, so spricht man von einer 
klinisch manifesten PH (Hoeper 2009; Jonigk 2012).  
Man kann davon ausgehen, dass etwa 100 Millionen Menschen weltweit an einer der 
PH-Varianten erkrankt sind (Schermuly 2011). Da die Erkrankung immer weiter an 
Bedeutung gewonnen hat fand 1971 eine erstmalige Klassifikation der PH durch die 
WHO statt. Seitdem wurde diese Einteilung dreimal abgeändert. Die momentan 
gültige Fassung ist die im Jahre 2008 bei der Weltkonferenz in Dana Point 
(Kalifornien) modifizierte Klassifikation (Simonneau 2009) (s. Tab. 1.1.6). Im Februar 
2013 fand eine fünfte Konferenz in Nizza statt. 
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1. Pulmonal arterielle Hypertonie (PAH) 
 1.1 Idiopathische PAH (IPAH) 
 1.2 Hereditär (HPAH) 
  1.2.1 BMPR2 
  1.2.2 ALK1, Endoglin (mit/ohne hereditärer hämorrhagischer Teleangiektasie) 
  1.2.3 Unbekannt 
 1.3 Medikamenten-/Drogenassoziiert 
 1.4 PAH assoziiert mit: 
  1.4.1 Kollagenosen 
  1.4.2 HIV-Infektion 
  1.4.3 Portaler Hypertonie 
  1.4.4 Angeborenen Herzfehlern 
  1.4.5 Schistosomiasis 
  1.4.6 Chronisch-hämolytischer Anämie 
 1.5 Persistierende pulmonale Hypertonie der Neugeborenen 
 
1´ Pulmonale venooklusive Erkrankung und/oder pulmonal kapilläre  
    Hämangiomatose  
 
2. Pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankung 
 2.1 Systolische Funktionsstörungen 
 2.2 Diastolische Funktionsstörungen 
 2.3 Herzklappenerkrankungen 
 
3. Pulmonale Hypertonie in Verbindung mit Lungenerkrankungen und/oder 
Hypoxie 
 3.1 Chronisch-obstruktive Lungenerkrankungen 
 3.2 Interstitielle Lungenerkrankungen 
 3.3 andere Lungenerkrankungen mit gemischten restriktiv-obstruktiven Mustern 
 3.4 Schlafapnoe-Syndrom 
 3.5 Erkrankungen mit alveolärer Hypoventilation 
 3.6 Chronischer Aufenthalt in Höhenlagen 
 3.7 Pulmonale Entwicklungsstörungen 
 
4. Chronisch thromboembolische pulmonale Hypertonie  
 
5. Pulmonale Hypertonie bei unklaren multifaktoriellen Mechanismen 
 5.1 Hämatologische Erkrankungen: Myeloproliferative Störungen, Splenektomie 
 5.2 Systemische Störungen: Sarkoidose, pulmonale Langerhans Zell Histiozytose, 
                   Lymphangioleiomyomatose, Neurofibromatose, Vaskulitis 
 5.3 Metabolische Erkrankungen (Glykogenspeicherkrankheit, M. Gaucher,  
       Schilddrüsenerkrankungen) 
 5.4 andere: Kompression der Pulmonalgefäße durch Tumore, fibrosierende  
       Mediastinitis, dialysepflichtige chronische renale Insuffizienz 
 
Tabelle 1.1.6: Einteilung der pulmonalen Hypertonie [Dana Point Klassifizierung, 2008 (Simonneau 
2009)] 
 
Zusätzlich wird unterschieden, ob postkapilläre oder präkapilläre Ursachen zur 
Entstehung der Erkrankung beigetragen haben. Patienten mit postkapillärer PH 
(Gruppe 2) entwickeln aufgrund einer primären Linksherzerkrankung eine 
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pulmonalvenöse Stauung mit einhergehender Erhöhung des kapillären und 
pulmonalarteriellen Druckes (PAP), wohingegen bei der präkapillären Form (Gruppe 
1,3,4,5) eine Erhöhung des PAP bei normalem kapillären Druck zu finden ist (Galiè 
2009).  
1.3.2 Pathophysiologie  
Die Pathogenese der PH ist multifaktoriell und abhängig von der zugrunde liegenden 
Primärerkrankung. Sie umfasst jedoch das vaskuläre Remodeling, die 
Vasokonstriktion, die In-situ-Thrombosen der Pulmonalgefäße und die Entstehung 
der persistierenden oder intermittierenden alveolären Hypoxie (Olschewski 1994; 
Stenmark 2006b). 
 
Als vaskuläres Remodeling wird der strukturelle und funktionelle Umbauprozess der 
pulmonalen Gefäße bezeichnet. Dabei kommt es zu Veränderungen aller drei 
Schichten der Gefäßwand (Intima-Media-Adventitia). In der innen gelegenen Intima, 
die aus der Lamina elastica interna und dem Endothel zusammengesetzt ist, entsteht 
aus Myofibroblasten und extrazellularer Matrix eine Neointima, welche ein typisches 
Merkmal für die humane PAH ist. Weiterhin kann es durch Endothelzellproliferation 
und plexiforme Läsionen zur Obstruktion des Lumens kommen (Humbert 2004; 
Schermuly 2011). 
Charakteristisch für die Veränderungen der Media ist die Mediahypertrophie sowie 
die De-novo-Muskularisierung, die durch Einwandern von Myofibroplasten der 
Adventitia in nichtmuskularisierte kleinere Gefäße entsteht (Stenmark 2006a). Des 
Weiteren kommt es in der äußeren Adventitia zu einer Aktivierung der Fibroblasten 
mit anschließender Proliferation und Migration in die Zellwand sowie zu einer 
Verdickung aufgrund von Kollagenablagerungen (Tuder 2007; Matthys and Seeger 
2008). 
Somit sind die Folgen des Remodelings eine Verringerung der Compliance 
(Volumendehnbarkeit), entstanden durch die Veränderung der großen Arterien sowie 
eine Erhöhung der Resistance (Gefäßwiderstand), die durch den Umbau der kleinen 
Lungengefäße hervorgerufen werden, was beides zu einer massiven Belastung des 




Eine In-situ-Thrombose kann durch eine Dysfunktion der Gerinnungskaskade, des 
Endothels oder der Thrombozyten hervorgerufen werden. Im Rahmen einer PH 
kommt es zur Funktionsänderung der Endothelzellen, die mit einer erhöhten Abgabe 
gerinnungsfördernder Substanzen (z.B. Fibrinopeptid A und D, von Willebrand 
Faktor) einhergeht. Zusätzlich begünstigen die durch den erhöhten Gefäßwiderstand 
erstandenen Scherkräfte das Anlagern der Thrombozyten an die thrombogene 
Oberfläche, was zu einer erhöhten Aggregationsneigung und damit zu einer erhöhten 
Thrombosegefahr führen kann (Humbert 2004; Schermuly 2011).  
 
Der alveolären Hypoxie können nicht nur Erkrankungen mit obstruktiven Prozessen, 
sondern auch extrapulmonale Ursachen (z.B. Thoraxdeformation, Bewohner großer 
Höhen) zugrunde liegen (Matthys and Seeger 2008). Die pulmonale präkapillare 
Vasokonstriktion ist ein physiologischer Adaptationsmechanismus, der bewirkt, dass 
das Blut von schlecht ventilierten zu gut ventilierten Regionen umgeleitet wird, um 
somit die bestmöglichste Sauerstoffaufnahme zu gewährleisten (Mandegar 2004).  
Dabei läuft die Vasokonstriktion in 3 Phasen ab (Weissmann 2001; Sommer 2008): 
1. Die akute hypoxische Reaktion innerhalb von Sekunden, 
2. eine anhaltende, protrahierte hypoxische Antwort über eine Zeit von 
Minuten bis Stunden und 
3. die chronische Hypoxie mit vaskulärem Remodeling und PH. 
1.3.3 Therapie 
Die heutige Therapiestrategie der PH greift vor allem in die Regulation des 
Gefäßtonus ein.  
• Prostazyklinanaloga (Epoprostenol, Iloprost, Trepostenil und Beraprost) 
wirken als Vasodilatatoren und haben einen zusätzlichen antiproliferativen 
Effekt auf glatte Gefäßmuskelzellen und Fibroblasten.  
• Phosphodiesterase (PDE)-Inhibitoren (Sildenafil, Tadalafil) sind 
Vasodilatatoren, die auf den NO-Signaltransduktionsweg einwirken und den 
Abbau von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) hemmen.  
• Endothelin-1-Rezeptor Antagonisten (Bosentan, Sitasentan, Ambrisentan) 
greifen hemmend in die Vasokonstriktion und Fibroblastenproliferation ein 
(Humbert 2008).  
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Zusätzlich ist es möglich, die oben aufgeführten Wirkstoffe zu kombinieren, wodurch 
die klinische Wirkung der einzelnen Therapiemethoden summiert wird (Humbert 
2009).  
Auch die Gabe von Antikoagulantien, Diuretika und inhalativem Sauerstoff ist Teil der 
Therapie sowie ein moderates körperliches Training, welches positive Effekte auf die 
Lebensqualität haben kann (Rosenkranz 2007).  
Kann die medikamentöse Therapie das Voranschreiten der Erkrankung nicht 
aufhalten, so müssen invasive Therapiemethoden (atriale Septostomie, Lungen- oder 
Herz-Lungentransplantation, Implantation eines Right Ventricular Assist Device 
(RVAD)) in Betracht gezogen werden (Rosenkranz 2007; McLaughlin 2009).  
Trotz dieser Therapiemaßnahmen ist es bisher nicht möglich die Erkrankung zu 
heilen. Deshalb wird beständig an neuen Behandlungsmethoden bzw. potentiellen 
Zielproteinen geforscht, darunter Elastase, Guanylatzyklase (Riociguat), 
Tyrosinkinase (Imatinib), Serotoninrezeptoren, und Rho-Kinasen (Schermuly 2008). 
1.4 Obstruktives Schlafapnoe-Syndrom und Komorbiditäten 
1.4.1 Obstruktives Schlafapnoe-Syndrom und arterielle Hypertonie 
Wichtig für die Entstehung der arteriellen Hypertonie, als Komorbidität des OSAS, ist 
die intermittierende Hypoxie, welche repetitive Hypoxiephasen mit nachfolgender 
Reoxygenierung erzeugt und somit die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (reactive 
oxygen species, ROS) und die Aktivierung der Entzündungskaskade begünstigt. Dies 
kann die Funktion des Endothels schwächen und somit zur endothelialen 
Dysfunktion, die durch ein Ungleichgewicht in der Produktion von Vasokonstriktoren 
und Vasodilatatoren gekennzeichnet ist, führen. Zusätzlich kann diese Entwicklung 
durch den negativen intrathorakalen Druck und die Schlafunterbrechung mit 
Aktivierung des Sympathikus und einhergehendem Arousal noch begünstigt werden. 
Als Konsequenz kann es zur Erhöhung des Gefäßtonus und Versteifung der Arterien 
kommen, was das Risiko einer arteriellen Hypertonie verstärkt (Somers 2008; Pack 
2009; Zhang 2012a). 
Sowohl das OSAS als auch arterielle Hypertonie sind weitverbreitete Erkrankungen. 
Die Prävalenz der an dem Schlafapnoe-Syndrom und Bluthochdruck erkrankten 
Menschen beträgt ungefähr 50%, wobei schätzungsweise weitere 30% unter OSAS 
leiden, aber dahingehend noch nicht diagnostiziert wurden (Somers 2008). 
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Bei gesunden Menschen ist der Blutdruck einem zirkadianen Rhythmus unterworfen. 
Hierbei fällt der Blutdruck während des Schlafes 10-20% vom Tageswert ab und 
steigt sofort nach dem Aufwachen wieder an. Dieser Blutdruckabfall in der Nacht wird 
auch als „Dipping“ bezeichnet. Menschen, die während des Schlafes keine 
Verringerung des Blutdruckes vom Tageswert zeigen oder bei denen der Wert über 
den Blutdruck in der Wachphase steigt werden „Non-dipper“ genannt und können ein 
erhöhtes Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen haben (Banno 2007). Eine Studie 
von Loredo et al. zeigte, dass die Prävalenz des non-dippings bei unbehandelten 
Patienten mit leichtem bis schwerem OSAS sehr hoch war, jedoch die Schlafqualität 
nicht davon beeinflusst war (Loredo 2001). Des Weiteren war bei einer 24-stündigen 
Blutdruckmessung von OSAS Patienten ein ähnliches nächtliches Blutdruckprofil zu 
sehen wie bei non-dipping Patienten, die unter arterieller Hypertonie leiden (Zhang 
2012a). 
In mehrere Studien wurde zwischen 1997 und 2001 untersucht, ob es eine 
Verknüpfung zwischen dem AHI und Bluthochdruck gibt, die unabhängig von den 
bekannten Variablen (Geschlecht, Alter, Gewicht) ist. Dabei zeigte sich, dass es eine 
Verbindung zwischen OSAS und Hypertonie gibt, diese jedoch verstärkt bei 
jüngeren, weniger adipösen Menschen, als bei älteren, übergewichtigen Patienten 
auftritt (Young 1997; Young 2002).  
Dies bestätigte auch eine Untersuchung von Nieto, bei der der systolische und 
diastolische Blutdruck signifikant mit dem Schweregrad des OSAS anstieg. Diese 
Entwicklung ging ebenfalls mit einer erhöhten Prävalenz der arteriellen Hypertonie 
einher. Allerdings konnten auch hierbei einige Veränderungen anhand BMI-
Unterschieden erklärt werden (Nieto 2000). 
Auch für die Entwicklung einer essentiellen Hypertonie spielt das OSAS eine 
wesentliche Rolle. Das Krankheitsbild der essentiellen Hypertonie ist charakterisiert 
durch einen Blutdruck ≥140/90mmHg bei Gabe von ≥3 Medikamenten. Patienten, die 
unter dieser Erkrankung leiden, weisen eine Prävalenz für das OSAS von 83% auf 
(Logan 2001). 
Anhand der Daten mehrerer Studien konnte gezeigt werden, dass das Schlafapnoe-
Syndrom ein Risikofaktor für die Entstehung der arteriellen Hypertonie mit daraus 
folgender kardiovaskulärer Sterblichkeit ist (Carlson 1994; Maekawa 1998; Peppard 
2000; Schulz 2000a) und dass die Therapie mit CPAP eine klinisch relevante 
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Senkung des Blutdruckes zur Folge hat (McNicholas 2007). Dieser Effekt ist nicht 
immer gleich ausgeprägt, lässt jedoch die Vermutung zu, dass Patienten mit einer 
schweren Form des OSAS und essentieller Hypertonie sowie einer guten CPAP-
Adhärenz deutlich von dieser Behandlungsmethode profitieren (Bazzano 2007; 
Somers 2008).  
1.4.2 Obstruktives Schlafapnoe-Syndrom und pulmonale Hypertonie 
Ein wichtiger Faktor für die Entstehung einer OSAS-abhängigen PH ist die alveolare 
Hypoxie, welche durch Vasokonstriktion der kleinen Lungengefäße zu einer 
Erhöhung des pulmonalarteriellen Druckes führen kann (Hawryłkiewicz 2004). 
Allerdings ist man nicht sicher, ob nächtliche alveolare Hypoxie eine in den 
Tagesstunden sichtbare PH hervorrufen kann, oder ob dazu auch Hypoxiephasen 
am Tage, wie sie bei übergewichtigen Menschen und Patienten, die unter einer Herz- 
oder Lungenerkrankung leiden vorkommen, notwendig sind (Kessler 1996; Somers 
2008). Eine Studie von Sajkov et al. zeigte, dass einige OSAS-Patienten ohne 
weitere Lungenerkrankung eine PH entwickelten, die nicht mit dem Schweregrad des 
Schlafapnoe-Syndroms zusammenhing. Weiterhin führten sie an, dass es durch den 
Verschluss der Atemwege während des Atmens und durch den erhöhten 
Lungendruck unter Hypoxie zu einem Remodeling der Lungengefäße kommen kann 
(Sajkov 1999). 
Zusätzlich hat Hypoxie eine negative Wirkung auf die Funktion des Endothels, was 
ebenfalls zu einem Remodeling der Gefäße führen kann (Faller 1999). 
Chaouat fand nur in 20% der Teilnehmer seiner Studie eine OSAS-bezogene PH 
(Chaouat 1996) und hierbei auch hauptsächlich eine moderate Form (PAPm von 25-
35mmHg), was auch der Klassifizierung dieser PH unter Gruppe 3 entspricht 
(Simonneau 2009; Fukumoto 2011). Die unterschiedlichen Studien zur PH sind in 














Podszus/1986 20 29 ? 
Weitzenblum/1988 20 23 + 
Krieger/1989 19 30 + 
Laks/1995 42 29 + 
Chaouat/1996 17 26 + 
Sanner/1997 20 22 - 
Sajkov/1999 34 24 - 
Niijima/1999 53 29 + 
Bady/2000 27 29 - 
Alchantis/2001 21 26 - 
Yamakawa/2002 22 ? - 
 
Tabelle 1.1.7: Prävalenz der PH bei Patienten mit OSAS (Schulz 2005). 
PAP= pulmonalarterieller Druck, COPD= chronisch-obstruktive Lungenerkrankung,  
OHS= Obesitas-Hypoventilationssyndrom 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine milde Form der PH eine 
Begleiterscheinung des OSAS ist, die auch ohne Herz- oder Lungenerkrankungen 
entwickelt werden kann. Gründe für die Entstehung einer PH sind eine 
Vasokonstriktion der Lungengefäße aufgrund eines erhöhten Gefäßtonus, 
endothelialer Dysfunktion und Gefäßremodeling (Fagan 2001a; Sajkov 2002). Eine 
CPAP-Therapie hat auch bei der PH positive Effekte auf das Lungen- und 
kardiovaskuläre Gefäßsystem, da es sowohl den pulmonalarteriellen, als auch den 
diastolischen Druck verringert (Alchanatis 2001; Sajkov 2002). 
1.5 Experimentelle Tiermodelle 
Wie bereits unter 1.1.4 beschrieben sind die mit dem OSAS einhergehenden 
Erkrankungen vielfältig und bisher sind die Mechanismen, die diese miteinander 
verbinden, noch nicht geklärt.  
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Des Weiteren steht momentan noch keine medikamentöse Therapie zur Behandlung 
des OSAS zur Verfügung, außer es liegt eine andere Grunderkrankung wie 
Akromegalie oder Hypothyreose vor. Die zurzeit verfügbaren Behandlungsmethoden 
führen zwar zu einer Verbesserung der Symptome, jedoch ist darunter keine 
Therapie, die von allen Patienten akzeptiert wird und die die Ursachen der 
Entstehung der Herzkreislauferkrankung, die schließlich die wesentliche 
Todesursache ist, beseitigt (Veasey 2006).  
Aus diesen Gründen besteht hinsichtlich der Pathogenese und der Therapie des 
OSAS und seiner Folgeerkrankungen noch erheblicher Forschungsbedarf. 
1.5.1 Mausmodell der chronisch intermittierenden Hypoxie 
Je nach Tiermodell gibt es unterschiedliche Ansätze, um die pathophysiologischen 
Vorgänge des OSAS beim Menschen nachzustellen, darunter Tiere mit spontaner 
OSA (englische Bulldogge), ein mechanischer Verschluss der Atemwege, 
intermittierende Hypoxie und Schlaffragmentierung (Jun 2007; Dematteis 2009). 
 
Bei englischen Bulldoggen und anderen brachyzephalen Hunderassen gibt es 
anatomische Veränderungen, die zu Schnarchen, Hypopnoe und Arousal führen 
können, weswegen diese Hunderassen ein „natürliches“ Tiermodell darstellen 
(Hendricks 1987). Weiterhin zeigte eine Studie von Philip et al., dass Affen nach 
einer Kollageninjektion in die Uvula, Zunge und den Pharynx schlafbezogene 
Atemstörungen und Schlafstörungen entwickeln können, wie sie auch in OSAS 
Patienten vorhanden sind (Philip 2005).  
Als Limitation dieser OSAS-Simulation gilt, dass metabolische Vorgänge aufgrund 
von Lücken in der Charakterisierung des Phäno- und Genotyps nicht oder nur 
schwer untersucht werden können (Jun 2007). 
Ein mechanischer Verschluss der oberen Atemwege wurde bei schlafenden 
Schweinen (Chen 2000), Ratten (Farre 2003) und Hunden (Kimoff 1994) 
durchgeführt. Diese Methode hat den Vorteil, dass sie dem beim Menschen 
vorkommenden OSAS durch den Verschluss der Atemwege sehr ähnlich ist. 
Allerdings ist dieses Modell technisch sehr aufwendig, was die Untersuchung einer 
großen Tieranzahl erschwert (Jun 2007). 
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Eine weitere Methode zur Nachstellung des OSAS ist die Schlaffragmentierung. 
Hierbei wurden Hunde (Brooks 1997) oder Mäuse (Polotsky 2006) mittels 
Polysomnographie überwacht und nach einer vorgegebenen Schlafzeit durch einen 
taktilen oder akustischen Reiz geweckt. Eine Unzulänglichkeit dieser Methode ist die 
Unsicherheit, ob der Reiz nach einer gewissen Zeit noch eine effektive Weckreaktion 
auslöst sowie das Problem, dass die Arousals bei diesem Modell langfristig nicht 
reproduzierbar sind (Jun 2007).  
Die am besten beschriebene Methodik zur Simulation des OSAS ist die der 
chronisch intermittierenden Hypoxie (CIH). Der Ansatz zur Erzeugung der 
pathophysiologischen Vorgänge ist hierbei nicht die Obstruktion, sondern die daraus 
resultierende CIH, die einen der wichtigsten Faktoren in der Pathogenese des OSAS 
und in der Entstehung der kardiovaskulären Erkrankungen darstellt (Jun 2007; 
Reinke 2011; Zhang 2012a). Dieses Modell wird hauptsächlich bei Nagetieren 
verwendet: Eines der ältesten Modelle ist das 1992 von Fletcher et al. entwickelte 
System für Ratten (Fletcher 1992). Bei dieser Methode wird über ein Kontrollsystem 
Stickstoff, Sauerstoff oder Raumluft in eine verschlossene Kammer geleitet. Man 
unterscheidet zwischen zwei Varianten, dem schlafabhängigen, und dem 
schlafunabhängigen Modell. Bei dem schlafabhängigen Modell, das von Tagaito et 
al. entwickelt wurde, kam die CIH nur während der Schlafphase zum Einsatz, was 
über ein Elektroenzephalogramm oder ein Elektromyogramm kontrolliert wurde 
(Tagaito 2001). Dahingegen werden bei der zweiten Variante Tiere der CIH ohne 
Rücksicht auf ihre Wach/Schlafphase ausgesetzt. Meistens erfolgt die CIH-
Exposition jedoch am Tag und die Tiere verbleiben während der Dunkelphase in 
Normoxie. Die Dauer und der Schweregrad der CIH variieren zwischen 30 und 120 
Sekunden Hypoxie sowie zwischen einer Sauerstoffkonzentration von 3-10% (Jun 
2007; Drager 2010).  
In vielen Studien wurde bereits gezeigt, dass Tiere, die der CIH ausgesetzt waren, 
Symptome entwickelten, die denen des OSAS beim Menschen ähnlich sind. Somit 
eignet sich diese Methode für die Erforschung metabolischer und kardiovaskulärer 
Folgeerkrankungen, die mit dem Schlafapnoe-Syndrom des Menschen einhergehen 
(Campen 2005; Jun 2007). 
Zusätzlicher Vorteil bei der Verwendung von Mäusen im Tiermodell sind neben 
Kostengründen (hohe Reproduktionsrate, geringer Platzbedarf, niedrige 
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Haltungskosten) insbesondere die Möglichkeit, knockout- oder 
genüberexprimierende-Tiere zu verwenden, da das Genom der Maus vollständig 
entschlüsselt ist.  
1.6 Die NO-Synthase 
Die Aufgabe des Enzymes Stickstoffmonoxid-Synthase (NO-Synthase) ist es, die 
NADPH- und O2-abhängige Oxidation von L-Arginin zu L-Citrullin und NO zu 
katalysieren. Als Kofaktoren für diese Reaktion sind Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), 
Flavinmononukleotid (FMN), Tetrahydrobiopterin (BH4) und Häm entscheidend. Bis 
heute wurden drei Isoformen der NO-Synthase identifiziert, die neuronale NO-
Synthase (nNOS, NOS1), die induzierbare NO-Synthase (iNOS, NOS2) und die 
endotheliale NO-Synthase (eNOS, NOS3). Die nNOS wird konstitutiv exprimiert und 
kommt in Neuronen, im Skelettmuskel und in Epithelzellen vor. Diese Isoform ist 
Kalzium/Calmodulin-abhängig, wird allerdings im Gehirn durch Agonisten des N-
Methyl-D-Aspartat-(NMDA) Rezeptors aktiviert. Ebenfalls eine konstitutiv exprimierte 
Isoform ist eNOS, die im Gefäßendothel, in Neuronen, in Epithelzellen und in 
Kardiomyozyten zu finden ist. Hierbei ist sie in spezifischen Einbuchtungen der 
Plasmamembran, den sogenannten „Caveolae“, lokalisiert. Diese Lokalisation und 
Aktivität von eNOS in der Zelle ist von Kalzium/Calmodulin abhängig, was auch 
posttranslationale Veränderungen wie Phosphorylierung und Myristoylierung mit 
einschließt. Auch eine Erhöhung der Blutflussrate, die mit Scherkräften (shear stress) 
einhergeht, führt aufgrund der Phosphorylierung von eNOS zu einer gesteigerten 
NO-Synthese (Balligand 2009; Hill 2010).  
Sowohl die nNOS als auch die eNOS haben nur eine geringe NO-Produktion zur 
Folge (nanomolare Menge), die aber ausreichend ist, um den Gefäßtonus 
aufrechtzuerhalten, die Zellproliferation zu kontrollieren sowie die Interaktion von 
Leukozyten mit dem Endothel und die Thrombozytenaggregation zu verhindern. 
Die dritte Isoform iNOS ist weder Kalzium- noch Calmodulin-abhängig und wird in 
vielen Zelltypen als Antwort auf inflammatorische Reize durch Endotoxine und 
Cytokine (IL-1, IL-2, TNFα, IFγ) exprimiert. Diese Isoform produziert toxische 
Mengen (in micromolaren Konzentrationen) NO solange der Reiz vorhanden ist 
(Dias-Junior 2008; Hill 2010). 
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Das durch die NO-Synthase gebildete NO ist ein freies Radikal, das über zwei 
Mechanismen stabilisiert werden kann. Zum einen durch die Verbindung mit einem 
weiteren unpaaren Elektron oder zum anderen durch die Verknüpfung mit Eisen (Hill 
2010).  
Physiologischerweise diffundiert NO in die Zielzelle und bindet sich dort aufgrund 
seiner Affinität zu Eisen an das Häm der löslichen Guanylatcyclase (sGC). Dies führt 
zur Aktivierung der sGC, was die Synthese des second messenger zyklisches 
Guanosin-Monophosphat (cGMP) zur Folge hat, welcher wiederum die cGMP-Kinase 
aktiviert. Dies bewirkt einen vermehrten Ca2+-Ausstrom aus der Zelle, wodurch der 
intrazelluläre Kalziumgehalt abnimmt, was zur Vasodilatation und damit zur 
Relaxation der Muskelzelle führt. Dieser Effekt wird durch den Abbau von cGMP 
durch Phosphodiesterasen (PDE) beendet (Ghofrani 2004). 
Für die Synthese von vaskulärem NO ist hauptsächlich eNOS verantwortlich. Bei 
Erkrankungen wie arterieller Hypertonie, Hypercholesterinämie oder Diabetes 
mellitus kann es zur NO-Inaktivierung, zur Oxidation von BH4 sowie zu Änderungen 
des Redoxstatus der Zelle kommen, welche auf eine erhöhte Produktion von 
reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species ROS) zurückzuführen sind. 
Dabei reagiert NO mit dem von der NADPH-Oxidase stammenden Radikal Superoxid 
(O2-) zu Peroxynitrit, das Endorganschäden erzeugen kann. Diese Vorgänge führen 
zur NOS-Entkopplung und damit zur endothelialen Dysfunktion, wodurch NOS von 
einem vasoprotektiven zu einem gefäßschädigenden, superoxidproduzierenden 
Enzym wird. Somit sind diese Mechanismen entscheidend für die Pathogenese von 
Bluthochdruck, Arteriosklerose und anderen Herzkreislauferkrankungen (Rösen 
2002; Förstermann 2006; Zhang 2007b; Paravicini 2008; Zhang 2012b). 
1.6.1 NO-Synthase und das obstruktive Schlafapnoe-Syndrom 
Die Ergebnisse vieler Studien weisen darauf hin, dass die Produktion von ROS sowie 
die endotheliale und die induzierbare NO-Synthase eine wichtige Rolle bei der 
Pathogenese von OSAS und den damit einhergehenden Herzkreislauferkrankungen 
spielt.  
So kann schon bei einer milden Form des OSAS eine reduzierte Endothel-abhängige 
Vasodilatation beobachtet werden, die sich mit zunehmendem Schweregrad 
verschlechtert. Zudem zeigten OSAS Patienten eine verringerte NO Konzentration im 
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Plasma, die sich unter CPAP Therapie wieder normalisierte (Ip 2000; Schulz 2000b; 
Zhang 2012a). 
Eine Studie von Greenberg et al. beschrieb im Herzgewebe von Mäusen, die der CIH 
ausgesetzt waren, eine Aktivierung des nuclear Faktor-kappaB (NF-кB) sowie eine 
deutliche Erhöhung der Aktivität von NF-кB in OSAS Patienten, die unter CPAP 
Therapie reduziert war. Diese Erhöhung des NF-кB kann durch die gesteigerte 
Expression von iNOS erklärt werden, welches ein wichtiges NF-кB-abhängiges, 
inflammatorisches Protein darstellt (Greenberg 2006). 
Weiterhin fanden Patt et al. in Schlafapnoepatienten ohne Herzkreislauferkrankung 
eine erhöhte ROS-Produktion sowie eine endotheliale Dysfunktion, verursacht durch 
eine verminderte NO-Verfügbarkeit und eine transkriptionale Hochregulation der 
eNOS (Patt 2010). 
Andere Ergebnisse brachte die Studie von Jelic et al., bei der ebenfalls Patienten 
ohne Herzkreislauferkrankung untersucht wurden. Auch hier wurde erhöhter 
oxidativer Stress, welcher mit einer verminderten NO-Verfügbarkeit einherging, 
festgestellt. Als Unterschied zu der Studie von Patt et al. zeigte sich hier bei den 
Patienten mit dem höchsten AHI eine geringere transkriptionale und 
posttranskriptonale eNOS-Expression. Außerdem wurde eine erhöhte iNOS-
Expression beobachtet, was darauf hinweist, dass das OSAS begünstigend auf die 
Entstehung von Entzündung und oxidativen Stress wirkt und somit Auswirkungen auf 
das Gefäßendothel hat (Jelic 2008). 
1.6.2 Gendefiziente (knockout) Mäuse 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden eNOS und iNOS knockout (KO) Mäuse untersucht. 
 
1.6.2.1 iNOS KO Mäuse  
Die Entwicklung von iNOS-/- Mäusen mit einem C57BL/6J Hintergrund wurde 1995 
von Laubach et al. publiziert um die biologische Funktion von iNOS-produziertem NO 
sowie dessen Rolle bei septischem Schock zu entschlüsseln. Diese Tiere sind fertil 
und lebensfähig und in ihrem äußeren Erscheinungsbild und in der Histologie nicht 




1.6.2.2 eNOS KO Mäuse  
Shesely et al. generierten 1996 eNOS-/- Mäuse mit einem C57BL/6J Hintergrund um 
den Effekt dieses Enzyms auf den Blutdruck zu erforschen. Dabei zeigte sich, dass 
diese Mäuse einen erhöhten Blutdruck, eine Steigerung der Reninkonzentration im 
Plasma trotz mittelgradiger Erniedrigung des Renin-mRNA-Gehalts in der Niere 
sowie eine verminderte Herzrate entwickelten (Shesely 1996). Trotz diesen 
Veränderungen sind die eNOS-/- Mäuse lebensfähig und fertil. Allerdings ist der 
Blutdruck ca. 20mmHg höher als bei den WT Tieren, die zudem ein höheres 
Körpergewicht als die weiblichen eNOS-/- Tiere zeigen (The_Jackson_Labaratory 
2013). 
1.7 Ziel der Arbeit 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die molekularen Mechanismen und die 
pathogenetischen Faktoren der Herzkreislauferkrankung und besonders der 
arteriellen Hypertonie bei dem Krankheitsbild des OSAS aufzuklären. Dazu sollten 
anhand von eNOS-/- und iNOS-/- Mäusen erstmals die Rolle dieser Enzyme im 
Tiermodell der chronisch intermittierenden Hypoxie untersucht werden. Die 
Hypothese hierbei war, dass die Deletion der eNOS bzw. iNOS im Mausmodell der 
CIH die Pathogenese der PH und die Entwicklung eines kardialen Phänotypes 
beeinflusst. Weiterhin wurde vermutet, dass die Deletion von iNOS eine protektive 
Wirkung auf die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie hat, und dass das Fehlen 
von eNOS die, infolge des knockouts entstandene, arterielle Hypertonie unter CIH 
weiter verstärkt. Über diesen experimentellen Ansatz zur Generierung des OSAS 
sollte eine Grundlage zur zukünftigen Entwicklung von neuen therapeutischen 
Konzepten zur Behandlung der mit dem Schlafapnoe-Syndrom einhergehenden 
Herzkreislauferkrankung, die eine wesentliche Todesursache bei Patienten mit 
OSAS ist, geschaffen werden. 
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2. Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Versuchstiere 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden männliche eNOS knockout (KO), iNOS KO und 
C57BL/6J-Mäuse untersucht. Alle Tiere stammten von der Firma Charles-River 
Deutschland GmbH (Sulzfeld, Deutschland). Dabei wurden für die eNOS KO Mäuse 
die Linie B6.129P2-Nos3tm1Unc/J und für die iNOS KO Mäuse die Linie B6.129P2-
Nos2tm1Lau/J verwendet. 
Um eine Vergleichbarkeit mit dem Krankheitsbild der Schlafapnoe des Erwachsenen 
zu ermöglichen, wurden ausschließlich männliche, adulte Mäuse mit einem Gewicht 
von 20-30 gr und einem Alter von 8-12 Wochen eingesetzt.  
Die Tiere wurden während des Versuchszeitraumes im Tierstall des Zentrums für 
Innere Medizin des Fachbereiches Medizin der Justus-Liebig-Universität Gießen 
gehalten und von den dort beschäftigten Tierpflegern versorgt. Sie erhielten Wasser 
und Futter (Altromin® Standarddiätfutter) ad libitum. Des Weiteren waren die Mäuse 
einer Beleuchtungsdauer von dreizehn Stunden pro Tag und einer durchschnittlichen 
Raumtemperatur von 22°C ausgesetzt. 
2.1.2 Tierversuchsgenehmigung 
Die durchgeführten Versuche wurden vom Regierungspräsidium Gießen genehmigt 
und können unter folgendem Aktenzeichen eingesehen werden: 
- GI 20/10 Nr. 84/2011 
„Die Rolle der endothelialen und induzierbaren NO-Synthase im Mausmodell der 
Schlafapnoe“  
2.1.3 Material und Geräte für das Mausmodell 
2.1.3.1 Injektionslösungen und Substanzen 
50% 2-Propanol / 
1% Providionjod-Lösung Braunoderm
® B. Braun Melsungen AG 
Melsungen, Deutschland 
Buprenorphin Temgesic® Essex Pharma  
München, Deutschland 
Enrofloxacin Baytril® 2,5% Bayer Vital 
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Leverkusen, Deutschland 










Isofluran Isofluran Baxter® Baxter Deutschland GmbH Unterschleißheim, Deutschland 
Ketaminhydrochlorid 
100 mg/ml Ketamin 10%
®
 










zum Spülen und 
Befeuchten 
B. Braun Melsungen AG 
Melsungen, Deutschland 
Xylazinhydrochlorid Xylazin 2%® Ceva Tiergesundheit GmbH Düsseldorf, Deutschland 
 
2.1.3.2 Verbrauchsmaterial 
Antithrombotisches Gel Re-gel Syringe Data Science International, St. Paul, USA 
Augensalbe Bepanthen
®




Dreiwegehahn Discofix® B. Braun Melsungen AG Melsungen, Deutschland  




Sakura Finetek Europe B.V 
Zoeterwoude, Niederlande 
Einmalhandschuhe Vasco® Nitril white B. Braun Melsungen AG Melsungen, Deutschland 
Einmalnitrilhandschuhe Peha soft® nitrile Paul Hartmann AG Heidenheim, Deutschland 
Einmalspritze 
1 ml, 2 ml, 5ml, 10 ml, 20ml Inject Luer
®
 
B. Braun Melsungen AG 
Melsungen, Deutschland 
Einmalspritze 
50 ml Original Perfusor
®
 Spritze B. Braun Melsungen AG Melsungen, Deutschland 
Enthaarungscreme Elca® Med Creme ASID BONZ Herrenberg, Deutschland 




 Tubes Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen, Deutschland 
Gewebekleber 3M Vetbond™ 3M Animal Care Products St. Paul, USA 
Glutaraldehyd-Lösung auf 2% verdünnt Sigma Aldrich Steinheim, Deutschland 
Hämatokritkapillaren  






Brand GmbH & KoKG 
Wertheim, Deutschland 
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Kanülen 
24 G (0,55 mm x 25mm) 
26 G (0,9 mm x 25 mm) 
30 G (0,3 mm x 25 mm) 
BD Microlance 3® Becton Dickinson  Heidelberg, Deutschland 







Parafilm  American National Can Menasha, Wisconsin, USA 
Perfusor-Leitung 
150 cm  
B. Braun Melsungen AG 
Melsungen, Deutschland 
PET-Schläuche  mit unterschiedlichen Durchmessern unterschiedliche Hersteller 
Polyester Garn 5/0  FSSB Jestetten, Deutschland 
Schraubdeckeltubes Cryo.sTM Einfrierröhrchen Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen, Deutschland 
Skalpell 
10er, 11er, 20er Feather
®
 Disposal Scalpel Pfmmedical AG Köln, Deutschland 
Ultraschallgel Aquagel® Parker Laboratories Inc. Fairfield, USA 
Venenverweilkanüle 
20 G (1,1 mm x 33 mm) Vasofix
®
 Safety B. Braun Melsungen AG Melsungen, Deutschland  
Zellstofftupfer 
4 x 5 cm Pur-Zellin
®
 
Paul Hartmann AG 
Heidenheim, Deutschland 
Zellulose-Handtücher  Tork Mannheim, Deutschland 
 
2.1.3.3 Geräte für die Blutdruckmessung 
Datenkonvertierer Data Exchange Matrix™ Data Science International St. 
Paul, USA 
Receiver PhysioTel®Receiver RPC-1 Data Science International St. 
Paul, USA 
Software Dataquest A.R.T. Version 3.0 Data Science International St. 
Paul, USA 
Umgebungsdruckbarometer Ambient Pressure Reference 
Model APR-1 
Data Science International St. 
Paul, USA 
 
2.1.3.4 Geräte für Echokardiographie 
EKG Tisch Vevo 770  VisualSonics Inc. Toronto, Ontario, Kanada 
Isofluranverdampfer Vet Equip KF Technology Rom, Italien 
Rektalthermometer  Indus Instruments  Houston, Texas 
Ultraschallgerät Vevo 770  VisualSonics Inc. Toronto, Ontario, Kanada 
Material und Methoden 
 37 
2.1.3.5 Geräte und Materialien für das Modell der chronisch intermittierenden 
Hypoxie 
Membranvakuumpumpe ME 16 Vaccubrand Wertheim, Deutschland 
Pumpensteuerung  
Selbstentwickelte Microsoft 
Access Anwendung zum internen 
Gebrauch 
Sauerstoffmessgerät X-am 2000 Dräger 
Stickstoffgenerator NGM44-LC/MS cmc Instruments GmbH Eschborn, Deutschland 
Vakuumregler CVC 3000, VNC 1 Vaccubrand Wertheim, Deutschland 
 
2.1.3.6 Geräte für die Oxymetriemessung 
Kontrollbox MouseOx
®
 Oximeter Control 
Box 
Starr Life Sciences Corp 
Oakmont, USA 
Messaufnehmer ManualSpin™Low-Torque Commutator 
Starr Life Sciences Corp 
Oakmont, USA 
Messclip CollarClip™small Starr Life Sciences Corp Oakmont, USA 
 
2.1.3.7 Geräte für chirurgische Eingriffe (Transmitterimplantation, hämodynamische 
Messung) 
Beatmungspumpe MiniVent Type 845 Hugo Sachs Elektronik March, Deutschland 
Clip für A. femoralis S&B-1 vascular clamp FST Fine science tools GmbH Heidelberg, Deutschland 
Computer mit Monitor   
Druckaufnehmer APT 300 Hugo Sachs Elektronik Hugstetten, Deutschland 
Druckwandler 
Combitrans Monitoring Set 
Mod. II for arterial Blood 
Pressure Measurement 
B. Braun Melsungen AG 
Melsungen, Deutschland 
Hämatokrit-Zentrifuge Hämatokrit 210 Hettrich Zentrifugen Tuttlingen, Deutschland 
Katheter für V. jugularis 
 
Hyman Mouse Pressure 
Catheter 14 cm 
Nu MED Inc. 
Hopkinton, USA 
Operationsbesteck  FST Fine science tools GmbH Heidelberg, Deutschland 
Software von HSE Pulmodyn W Hugo Sachs Elektronik Hugstetten, Deutschland 
Spülkanüle Pulmonalarterieller Katheter Sonderanfertigung für ILU1 
Hugo Sachs Elektronik 
Hugstetten, Deutschland  
Stativ Zum Halten der Spritzen 
während des Spülens  





20G gekürzt auf ca. 1,5 cm 
B. Braun Melsungen AG 
Melsungen, Deutschland 
Transmitter TA11PA-C10 DSI Data Science International, St. Paul, USA 
Vergrößerungslupe MS5 Leica Microsystems Nussloch, Deutschland 
Wasserbad  Keutz Labortechnik Reiskirchen, Deutschland 
Wärmematte Thermolux® Witte + Sutur GmbH Murrhardt, Deutschland 
 
2.1.4 Histologie 
2.1.4.1 Geräte/ Software/ Makros 
Computer Q 550 IW Leica Microsystems Nussloch, Deutschland 
Digitale Kamera DC 300F Leica Microsystems Nussloch, Deutschland 
geschlossener Vakuum- 
Gewebeinfiltrationsautomat TP 1050 
Leica Microsystems 
Nussloch, Deutschland 
Kühlplatte EG 1150C Leica Microsystems Nussloch, Deutschland 









Objektträgerstrecktisch HI 1220 Leica Microsystems Nussloch, Deutschland 
Paraffinausgießstation EG 1140H Leica Microsystems Nussloch, Deutschland 
Paraffinstreckbad HI 1210 Leica Microsystems Nussloch, Deutschland 
Rotationsmikrotom 
Vollautomatisch RM 2165 
Leica Microsystems 
Nussloch, Deutschland 





Wärmeschrank  Memmert GmbH & Co KG Schwabach, Deutschland 
 
2.1.4.2 Verbrauchsmaterial 
Deckgläser 24 x 36mm  R. Langenbrinck Emmendingen, Deutschland 
Eindeckmedium Xylol-löslich Pertex® Medite GmbH Burgdorf, Deutschland 
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Mikrotomklingen S 35 Feather Produkte für die Medizin AG Köln, Deutschland 
Objektträger Superfrost Plus® R. Langenbrinck Emmendingen, Deutschland 
Paraffin Einbettmedium Paraplast Plus® Sigma Aldrich Steinheim, Deutschland 
Selecta Faltenfilter  Schleicher + Schüll GmbH Dassel, Deutschland 
 
2.1.4.3 Lösungen, Kits und Antikörper für Färbungen 
Albumin bovine Fraction V  Serva Electrophoresis GmbH Heidelberg, Deutschland 
Anti-alpha-smooth muscle 
Actin; Clone 1A4 monoklonal, 
mouse anti-human 
Verdünnung 1:800 
mit 10% BSA 
Sigma Aldrich 
Steinheim, Deutschland 
Anti-von Willebrand Faktor 
polyklonal, rabbit anti-human 
Verdünnung 1:1200 
mit 10% BSA 
Dako Cytomation Hamburg, 
Deutschland 
Avidin-Biotin-Blocking Kit  Vector / Linaris Wertheim-Bettingen, Dtl 
DAB Peroxidase Substrat Kit  Vector / Linaris Wertheim-Bettingen, Dtl. 
Di-Natriumhydrogenphosphat 
Dihydrat, pro analysi Na2HPO4 x 2 H2O 
Merck 
Darmstadt, Deutschland 
Eisen-Haematoxylin A nach 




nach Weigert   
Division Chroma 
Münster, Deutschland 
Essigsäure 100%  Merck KGaA Darmstadt, Deutschland 
Ethanol 
70%, 96%, 99,6% 




Formaldehyd –  
Lösung 3,5 – 3,7 % 
neutral gepuffert 
mit Methanol stabilisiert 
Otto Fischar GmbH & Co. KG  
Saarbrücken, Deutschland 
Formaldehyd säurefrei ≥ 37%  Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland 
ImmPRESSTM Reagent 
Anti-Rabbit Ig  
Vector / Linaris 
Wertheim-Bettingen, Dtl. 
Isopropanol (99, 8%)  Fluka Chemie Buchs, Schweiz 
Kaliumchlorid KCl Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland 
Kaliumhydrogenphosphat 
pro analysi KH2PO4 
Merck 
Darmstadt, Deutschland 




Vector / Linaris 
Wertheim-Bettingen, Dtl. 
Natriumchlorid pro analysi NaCl Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland 
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Pikrinsäure, wässrig, gesättigt  Appli Chem GmbH Darmstadt, Deutschland 
Proteinase K Dako RealTM 
BIOZOL Diagnostica Vertrieb 
GmbH 
Eching, Deutschland 
R.T.U. Normal horse Serum 2,5% Vector / Linaris Wertheim-Bettingen, Dtl 
Resorcin Fuchsin  Waldeck GmbH & CO. KG Münster, Deutschland 
Salzsäure 25% HCl Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland 
Säurefuchsin  Sigma Aldrich Steinheim, Deutschland 
Sirius Rot F3B Lösung  Niepötter Labortechnik Bürstadt, Deutschland 
Trypsin Digest All 2® Zytomed Berlin, Deutschland 
Vector VIP® 
Substrat Kit  
Vector / Linaris 
Wertheim-Bettingen, Dtl. 












4x NuPage LDS   Invitrogen Karlsruhe, Deutschland 
6x Loading Dye  Fermentas St. Leon Rot, Deutschland 
96-well Mikroplatten  Thermo Fischer Scientific Schwerte, Deutschland 
Acrylamid/Bis  Serra Nürnberg, Deutschland 
Agarose   Sigma Aldrich Steinheim, Deutschland 
Amersham Hyperfilm ECL GE  GE Healthcare München, Deutschland 
APS Ammoniumperoxodisulfat  Sigma Aldrich Steinheim, Deutschland 
Aqua dest. 
 
B. Braun Melsungen AG 
Melsungen, Deutschland 
CaCl2 Kalziumchlorid Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland  
Chemilumineszenzfilm Cronex 5 Medical X-Ray Film Agfa, Morstel, Belgien 
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Complete®  Roche Mannheim, Deutschland 
EDTA Ethylendiamintetraacetat Sigma Aldrich Steinheim, Deutschland 
Glycin  Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland  
HCl 37% Salzsäure 37%, rauchend Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland  
Keramikkügelchen  1,4mm Peqlab Erlangen, Deutschland 
NaN3 Natriumacid Sigma Aldrich Steinheim, Deutschland 
Na-Orthovanadat (200mM)  Sigma Aldrich Steinheim, Deutschland 
Nitrocellulose-Membran  Pall Corporation Dreieich, Deutschland 
PCR-Reaktionsgefäße  Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland 
PMSF (100mM) Phenylmethylsulfonylfluorid Sigma Aldrich Steinheim, Deutschland 
Proteinase K Dako RealTM 
BIOZOL Diagnostica Vertrieb 
GmbH 
Eching, Deutschland 





SDS (sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide) Natriumdodecylsulfat  
Carl Roth GmbH 
Karlsruhe, Deutschland 
Skim Milk   Sigma Aldrich Steinheim, Deutschland 
SYBR safe DNA gel stain   Invitrogen Karlsruhe, Deutschland 
TEMED N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin 
Carl Roth GmbH 
Karlsruhe, Deutschland 
TRIS-Pulver 0,5M pH 6,8 Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan 
Carl Roth GmbH 
Karlsruhe, Deutschland  
TRIS-Pulver 1,5M pH 8,8 Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan 
Carl Roth GmbH 
Karlsruhe, Deutschland 
Triton X-100  Sigma Aldrich Steinheim, Deutschland 
Tween 20  Sigma Aldrich Steinheim, Deutschland 
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2.1.5.2 Kits und Standards 
DC Protein Assay  Bio-Rad München, Deutschland 
DNA-Standard GeneRulerTM 100bp Ladder Fermentas St. Leon-Rot, Deutschland 
iScript cDNA-Synthese Kit  Bio-Rad München, Deutschland 
iTaqTM SYBR® Green 
Supermix with Rox  
Bio Rad 
München, Deutschland 
peqGOLD MicroSpin total 
RNA Kit 
Protokol C 
Protokol D für Aorta 
Peqlab 
Erlangen, Deutschland 
peqGOLD total RNA Kit  Peqlab Erlangen, Deutschland 
Proteinstandard Precision Plus Protein
TM
 
Standards (Dual Color) 
Bio-Rad 
München, Deutschland 
RNAse-free DNAse Set   Quiagen Hilden, Deutschland 
 
2.1.5.3 Geräte 
Bio Imaging System  ChemiGenius VWR (Syngene) Darmstadt, Deutschland 
Elektrophoresekammer  Keutz Labortechnik Reiskirchen, Deutschland 
Entwicklermaschine  Curix Agfa Morstel, Belgien 
Homogenisator  Precellys 24 Peqlab Erlangen, Deutschland 
Mikroplattenlesegerät (1) Elx808 Bio Tek Bad Friedrichhall, Deutschland 
Mikroplattenlesegerät (2) Molecular Devices Versamax Microplatereader 
MDS Analytical Technologies 
Ismaning, Deutschland 
Mikrozentrifuge 200R  Hettich Tuttlingen, Deutschland 
Real Time PCR System Mx3000P® QPCR System  Agilent (Stratagene), Waldbronn, Deutschland 





Spektrometer, NanoDrop  ND-1000 Kisker-Biotech Steinfurt, Deutschland 
Thermoblock  VWR Bruchsal, Deutschland 
Thermocycler  T-personal Biometra Göttingen, Deutschland 
Vertikal-/Horizontalschüttler  Keutz Labortechnik, Reiskirchen 
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2.1.5.4 Primerdesign und verwendete Primer 
Zur Primererstellung wurde das frei verfügbaren Programm „Primer 3“ (http:// 
frodo.wi.mit.edu/primer3) verwendet. Hiermit wurden die Primer so konstruiert, dass 
ihre Schmelztemperatur zwischen 61 und 63°C lagen, so dass sie mit demselben 
PCR-Programm verwendet werden konnten. Anschließend wurden die Primer als 
100 µM Lösung von der Firma Metabion International AG (Martinsried, Deutschland) 
bezogen. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 2.1.1 aufgeführt.  






















Tabelle 2.1.1 Verwendete Primer für die real-time PCR 
 
2.1.5.5 Antikörper für Westernblot 
Die Antikörper (AK) wurden für die Westernblotanalysen in 6% (w/v) Milch gelöst und 
in Tris gepufferter Kochsalzlösung mit Tween (tris buffered saline with tween, TBST), 
verdünnt. Folgende AK wurden verwendet (Tabelle 2.1.2): 
Primärantikörper 
Name Spezies Firma Bestellnr. Verdünnung 
β-Aktin Mouse Sigma-Aldrich 
Steinheim, Deutschland 
A5316 1:50000 
eNOS Rabbit BD Biosciences 
Heidelberg, Deutschland 
610298 1:500 
iNOS Rabbit Abcam 
Cambridge, UK 
ab3523 1:500 
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Sekundärantikörper (Peroxidase gekoppelt) 
Name Spezies Firma Bestellnr. Verdünnung 
Anti-Mouse Rabbit Promega 
Mannheim, Deutschland 
W402B 1:5000 
Anti-Rabbit Goat Promega 
Mannheim, Deutschland 
W401B 1:5000 
Tabelle 2.1.2: Verwendete Antikörper und ihre Verdünnung 
 
2.2 Methoden 
2.2.1 Mausmodell: chronisch intermittierende Hypoxie 
Um die Schlafapnoe des Menschen mit einhergehender Hypertonie zu imitieren, 
wurden die Mäuse für acht Stunden täglich über einen Zeitraum von 6 Wochen (5 
Tage pro Woche) der chronisch intermittierenden Hypoxie (CIH) ausgesetzt. Hierbei 
wurden die Tiere in einer geschlossenen, normobaren Kammer (1) gehalten, welcher 
in zyklischer Abfolge Stickstoff und Raumluft zugeführt wurde. Durch die 
Stickstoffzufuhr wurde die Sauerstoffkonzentration in der Kammer von 21% (normale 
Raumluft) auf 6-7% reduziert. Dieser Verringerung der Sauerstoffkonzentration für 
die Dauer einer Minute schloss sich eine einminütige normoxische (21%) Phase an. 
Hierbei wurde mittels einer Pumpe (2) (Modell ME16, vaccubrand) Raumluft der 
Kammer zugeführt. Das Einströmen der Gase wurde über Regler (3) (Model VNC 1 
und CVC 3000, vaccubrand), welche durch ein PC-Programm (4) 
(Pumpensteuerung) gesteuert wurden, geregelt. Die Sauerstoffkonzentration in der 
Kammer wurde anhand des Sauerstoffmessgerätes (5) (Dräger X-am 2000) 
kontinuierlich überprüft.  
Zur Kontrolle wurden Tiere in einem baugleichen System, dem in einminütiger 
Abfolge Raumluft (21%) zugeführt wurde, unter den gleichen Versuchsbedingungen 
gehalten. 
 




















Abbildung 2.2.1: Schematischer Aufbau des Systems.  
 
2.2.1.1 Aufteilung der Tiergruppen 
Folgende Tiergruppen wurden gebildet: 
 
C57BL/6J (insgesamt 30 Tiere) 
- n = 10 CIH mit Blutdruckkatheter 
- n = 5 CIH ohne Blutdruckkatheter 
- n = 10 Normoxie mit Blutdruckkatheter 
- n = 5 Normoxie ohne Blutdruckkatheter 
 
eNOS KO (insgesamt 26 Tiere) 
- n = 9 CIH mit Blutdruckkatheter 
- n = 4 CIH ohne Blutdruckkatheter 
- n = 10 Normoxie mit Blutdruckkatheter  
- n = 3 Normoxie ohne Blutdruckkatheter 
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iNOS KO (insgesamt 26 Tiere) 
- n = 9 CIH mit Blutdruckkatheter 
- n = 4 CIH ohne Blutdruckkatheter 
- n = 10 Normoxie mit Blutdruckkatheter  
- n = 3 Normoxie ohne Blutdruckkatheter 
2.2.1.2 Überprüfung der arteriellen Sauerstoffsättigung 
Vor Beginn des Versuchs wurden einmalig jeweils 5 C57BL/6J-, e-und iNOS KO-
Mäuse mittels eines Gemischs aus 40 µg/g Körpergewicht Ketaminhydrochlorid 
(Ketavet®) und 0,6 µg/g Körpergewicht Xylazin (Rompun® 2%ig) durch 
intraperitoneale Injektion narkotisiert und für 10-15 Minuten der chronisch 
intermittierenden Hypoxie (CIH) ausgesetzt. Dabei wurde mittels eines Oxymeters 
(Starr Life Science Corp., Mouse Collar Clip), der über einen Messaufnehmer (2) mit 
einem Computer (3) verbunden war, die Sauerstoffsättigung der Tiere festgehalten. 
Dieses Oxymeter wurde mittels eines nicht invasiven Clips (1) an dem rasierten 
Nacken der Mäuse befestigt. Eine Betäubung war notwendig, um die Tiere zu 
immobilisieren und eine Verfälschung der Ergebnisse aufgrund von 
Bewegungsartefakten o.ä. während der Messung der Sauerstoffsättigung 
auszuschließen. Das Aufwachen der Tiere aus der Narkose erfolgte unter 
Beobachtung.  
 
Abbildung 2.2.2: Schematischer Aufbau der Oxymetriemessung.  
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2.2.1.3 Implantation des Transmitters mit arteriellem Katheter 
Zur Narkotisierung erhielten die Mäuse ein Gemisch aus 40 µg/g Körpergewicht 
Ketaminhydrochlorid (Ketavet®) und 0,6 µg/g Körpergewicht Xylazin (Rompun® 2%ig) 
durch intraperitoneale Injektion. Nach Erreichen einer sicheren Narkosetiefe (Verlust 
des Zwischenzehenreflexes) wurde den Tieren Bepanthen® Augensalbe auf die 
Cornea aufgetragen, um diese vor dem Austrocknen zu schützen. Nun wurden die 
Tiere in Rückenlage auf eine mit Zellstofftüchern bedeckte Wärmeplatte 
(Thermolux®) verbracht und die linke Hintergliedmaße mit Durapore® Klebeband 
fixiert. Nach gründlicher Rasur und Hautdesinfektion mit Braunoderm® wurde im 
linken Inguinalbereich mittels einer kleinen Schere eine ca. 1cm lange Hautinzision 
gesetzt und das nun freiliegende Fettgewebe stumpf freipräpariert. Danach wurde 
das Unterhautfettgewebe von der Inzisionstelle ausgehend auf 1-2 cm Höhe stumpf 
von der Haut gelöst, um das Platzieren des Transmitters (Ta11PA-C10, DSI) im 
Rückenbereich zu ermöglichen. Anschließend wurde unter der nun freiliegenden A. 
und V. femoralis unter Schonung des Nervs ein Polyesterfaden durchgezogen, 
welcher ligiert, gespannt und mit einem Durapore® Klebestreifen auf den 
Zellstofftüchern fixiert wurde. Dies ermöglicht eine leichte Streckung des Gefäßes 
und somit eine leichtere Implantation des Katheters. Danach wurde die A. femoralis 
mittels einer Klemme gestaut und stumpf von der V. femoralis gelöst. Ein zweiter 
Polyesterfaden wurde um die A. femoralis gezogen, um nach der 
Katheterimplantation den Katheter in dem Gefäß zu fixieren. Mittels einer 
Federschere wurde unterhalb der abgeklemmten Stelle eine Inzision der A. femoralis 
gesetzt. Diese wurde unter Zuhilfenahme einer gebogenen und abgeschliffenen 30G 
Kanüle geweitet und der Katheter, welcher mit dem telemetrischen Transmitter 
verbunden war, in die A. femoralis eingeführt. Anschließend wurde die Klemme 
gelöst und der Katheter ca. 1,5 cm tief bis in die Aorta abdominalis vorgeschoben. 
Der Polyesterfaden wurde nun um den im Gefäß liegenden Katheter ligiert und die 
Enden abgeschnitten. Zur weiteren Fixation wurde auf den Katheter-Arterien-
Übergang ein Tropfen Gewebekleber (3M Vetbond™) gegeben. Um nach dem 
Aufwachen eine analgetische Versorgung zu gewährleisten, wurde den Tieren 
subkutan Buprenorphin (Temgesic® 0,1mg/kg) verabreicht und schließlich die 
Hautwunde mit Einzelheften (6.0 Prolene®) verschlossen. Abschließend wurden die 
Mäuse zum Aufwachen in ihre Käfige verbracht. 
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Die Tiere wurden für weitere 3 - 5 Tage (abhängig vom klinischen Befund) post 
operationem mit Buprenorphin (Temgesic®) in einer Dosierung von 0,1 mg/kg s.c. 2x 
täglich, analgetisch behandelt. Außerdem erhielten sie für 5 Tage Baytril® 2,5% oral 
als Antibiotikum (5 - 10 mg/kg oral) über das Trinkwasser.  
Nach Wundheilung (nach 1 Woche) wurden die Tiere der wiederholten Hypoxie, wie 
unter 2.2.1 beschrieben, ausgesetzt.  
2.2.1.4 Messung des arteriellen Blutdruckes 
Die Messung des systolischen und diastolischen Blutdrucks wurde in dem Zeitraum 
durchgeführt, den die Mäuse nicht unter den Bedingungen der CIH verbrachten (10-
12 Stunden am Tag). Hierbei sendete der implantierte Transmitter, dessen 
Katheterspitze sich in der Aorta abdominalis befindet das Blutdrucksignal über einen 
Receiver (2) (Modell RPC-1 DSI, USA) zu einem Datenkonvertierer (3) (Data 
Exchange Matrix™ DSI, USA), der mit einem Computer (5) verbunden war. Um 
Verfälschungen durch den Umgebungsdruck zu verhindern, wurde ein Barometer (4) 
(ambient pressure reference Model APR-1 DSI, USA) zwischengeschaltet. Die 
Mäuse waren hierbei in normalen Typ II (1) Käfigen untergebracht und einem 
normalen Tag/Nacht-Rhythmus ausgesetzt. Der Blutdruck wurde in einminütigen 
Abständen gemessen und aufgezeichnet. Zur Auswertung des Blutdruckes wurde an 
jedem Messtag der Mittelwert aller aufgezeichneten Drücke einer Maus berechnet 












Abbildung 2.2.3: Schematischer Aufbau der Blutdruckmessung.  
2.1.1.5 Echokardiographie 
Bei allen katheterimplantierten Tieren erfolgte 1 Tag vor der Implantation (Tag 0) und 
ein Tag vor Ende des Versuchs (Tag 50) eine echokardiografische Untersuchung 
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unter Isoflurannarkose. Diese Untersuchung wurde aufgrund seiner Expertise in 
diesem Bereich von Herrn Dr. Baktybek Kojonazarov durchgeführt. 
Am Versuchsende (Tag 51) wurden bei allen Mäusen mit Hilfe von Frau Tierärztin 
Daniela Haag der rechtsventrikuläre systolische Druck (RVSP) gemessen. Weiterhin 
wurden die Aorta, die A. carotis, die A. pulmonalis, die A. renalis, die A. femoralis, 
das Herz, die Lunge und Blut entnommen und bis zur Verwendung für 
molekularbiologische Untersuchungen bei -80°C aufbewahrt bzw. für histologische 
Untersuchungen in Formaldehyd fixiert. 
 
Abbildung 2.2.4: Versuchsverlauf für alle Gruppen 
2.2.2 Echokardiographie 
Die echokardiographischen Untersuchungen wurden freundlicherweise mit Hilfe von 
Herrn Dr. Baktybek Kojonazarov durchgeführt und werden zur Vervollständigung der 
hier vorliegenden Arbeit mit aufgeführt. 
Die transthorakale Doppler-/Echokardiographie ist das führende, nicht-invasive 
bildgebende Verfahren zur Untersuchung des kardiovaskulären Systems bei Ratten 
und Mäusen. Um Ultraschalluntersuchungen an Mäusen durchführen zu können, 
müssen diese mittels Inhalationsnarkose anästhesiert werden. Dazu wurden die 
Tiere in eine Narkosekammer gesetzt, welche mit einem 3%igen 
Isofluran/Sauerstoff-Gemisch geflutet wurde. Zur anschließenden 
echokardiografischen Untersuchung wurden die narkotisierten Mäuse in Rückenlage 
auf eine Wärmeplatte mit integriertem Elektrokardiogramm (EKG)-
Elektrodenplättchen verbracht und vorsichtig mit einem Klebestreifen an jeder 
Gliedmaße auf den EKG-Kontakten fixiert. Die EKG-Elektroden ermöglichten 
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Während der Untersuchung wurde die Narkose durch einen Nasenkonus in einer 
Konzentration von 1,5% Isofluran/Sauerstoff aufrechterhalten. Ein rektal eingeführter 
Temperaturmessfühler regelte automatisch die Temperatur der Wärmeplatte in 
Abhängigkeit von der Körpertemperatur der Maus. Um Bildartefakte zu vermeiden 
wurde der Thorax sowie das kraniale Abdomen rasiert und anschließend die 
verbliebenen Haare mit einer Enthaarungscreme vollständig entfernt. Nun wurde 
angewärmtes Ultraschallgel luftblasenfrei auf den Thorax aufgetragen. Das 
aufgetragene Gel dient als Schallfenster und ermöglicht eine bessere Fokussierung. 
Die folgende echokardiographische Untersuchung wurde mit einem 30 MHz Doppler- 
und einem 30 MHz 2D- Linearschallkopf durchgeführt. 
Nach der Untersuchung wurden die Klebestreifen entfernt, die Mäuse sorgfältig vom 
Ultraschallgel gesäubert und anschließend in einen Käfig verbracht, in welchem sie 
fünf bis zehn Minuten lang, bis zum vollständigen Erlangen des Bewusstseins und 
der motorischen Fähigkeiten, beobachtet wurden.  
Nach einer einstündigen Erholungsphase wurden die Tiere wieder den Bedingungen 
der CIH- bzw. Normoxiekammer ausgesetzt. 
 
Erhobene Parameter: 
Cardiac output (CO)  
Als cardiac output (CO) oder Herzminutenvolumen wird das Volumen des Blutes, 
welches in einer Minute vom Herzen über die Aorta ascendens in den Blutkreislauf 
gepumpt wird, bezeichnet. Berechnet wird der CO aus Schlagvolumen x 
Herzfrequenz (HF). Zur Bestimmung des Schlagvolumens wurde in der 
echokardiographischen Untersuchung der linksventrikuläre Ausflusstrakt bestimmt 
(LVOT). Mit dessen Durchmesser und dem Integral der Strömungsgeschwindigkeit 
innerhalb der Aorta während der Systole (Velocity Time Integral (VTI)) kann das 
Schlagvolumen anhand folgender Formel berechnet werden. Die Einheit des CO ist 
Milliliter pro Minute.  
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Cardiac index (CI) 
Der CI ist der CO bezogen auf die Körperoberfläche. Die Einheit ist Milliliter pro 
Minute pro Körpergewicht in Gramm. 
CI= CO/KGW 
 
Ejection fraction (EF) 
Die ejection fraction oder Auswurffraktion ist ein Maß, um die systolische Funktion 
des linken Ventrikels zu bewerten und bezeichnet den Anteil an ausgeworfenem Blut 
während einer Kontraktion in %. Dies entspricht dem Schlagvolumen (SV) im 
Verhältnis zum Gesamtblutvolumen bzw. enddiastolischen Volumen (EDV). 
Berechnen lässt sich das Schlagvolumen indem man das endsystolische Volumen 
(ESV) vom enddiastolischen Volumen subtrahiert: 
EF= [(EDV-ESV)/EDV]*100 
 
Isovolumic relaxation time (IVRT)/RR 
Als IVRT des linken Ventrikels bezeichnet man den Zeitraum zwischen dem Schluss 
der Aortenklappe und dem Öffnen der Mitralklappe. Dem entgegen steht die IVRT 
des rechten Ventrikels, die den Zeitraum zwischen dem Schluss der Pulmonalklappe 
und dem Öffnen der Trikuspidalklappe definiert. Die IVRT wird auf die Herzfrequenz 
normalisiert und ermöglicht so, Angaben über die diastolische Funktion des linken 
Ventrikels zu machen. Sie wird in Prozent angegeben. Das RR kennzeichnet dabei 
die Zeit zwischen zwei R-Zacken im EKG, wodurch die Zeit zwischen zwei 
Herzschlägen (Dauer eines Herzschlages) angegeben wird. 
 
LV E’ (early) and A’ (late) peak diastolic velocities ratio  
Mit diesem Parameter lässt sich die diastolische Funktion des linken Ventrikels 
bestimmen. Hierbei werden unter Zuhilfenahme des Pulsed-Wave-Dopplers 
Geschwindigkeitsprofile im Bereich der Mitralklappe gemessen. Berechnet wird der 
Parameter anhand der Geschwindigkeitsdifferenz zwischen der E’-Welle, welche die 
frühdiastolische, passive Füllung des LV beschreibt und der A’-Welle, welche die 
spätdiastolische aktive (durch die Vorhofkontraktion bedingt) LV-Füllung bezeichnet. 
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LV peak systolic velocity/ RV peak systolic velocity  
Peak systolic velocity ist ein Parameter welcher die systolische Funktion des 
Herzens beschreibt und welcher mittels Tissue-Doppler gemessen werden kann.  
 
Myocardial performance index (MPI) 
Der MPI ist ein Parameter zur Charakterisierung der systolischen und diastolischen 
Funktion sowohl des linken als auch des rechten Ventrikels. Er errechnet sich aus 
der Summe der isovolumetrischen Kontraktionszeit (IVCT) und der isovolumetrischen 
Relaxationszeit (IVRT), dividiert durch die Ejektionszeit (ET). Zur Bestimmung dieser 
Werte ist eine Messung mittels Tissue-Doppler notwendig. Der MPI dient als 
Prognosekriterium bei Patienten, die unter einer PH leiden (Howard 2011; Vonk 
Noordegraaf 2011).  
 
Tricuspid annular plane systolic excursion (TAPSE) 
TAPSE ist ein Parameter für die systolische Funktion des rechten Ventrikels und 
beschreibt die Distanz, die der Trikuspidalring zwischen Enddiastole und Endsystole 
zurücklegt. Gemessen wird sie in mm und korreliert mit der rechtsventrikulären 
Ejektionsfraktion (s.o.) Dieser Parameter dient ebenfalls als wichtiger prognostischer 
Faktor für die Überlebensdauer von Patienten mit einer PH (Howard 2011; Vonk 
Noordegraaf 2011).  
2.2.3 Hämodynamische Messungen 
2.2.3.1 Implantation des Katheters 
Den 6 Wochen Exposition in CIH bzw. Normoxie schloss sich die Messung des 
RVSP der Tiere an. Um eine Koagulation des Blutes während der Messung zu 
verhindern, wurde den Mäusen 15 Minuten vor deren Beginn 1 I.E. Heparin pro 
Gramm Körpergewicht intraperitoneal sublimentiert. Zur Vorbereitung des 
Messsystems wurden die Druckaufnehmer, die Schläuche und der angeschlossene 
Katheter mit physiologischer Kochsalzlösung luftblasenfrei gespült sowie das 
Programm Pulmodyn W® (von HSE) gestartet. Dieses Programm wurde zur 
Aufzeichnung des RVSP verwendet. 
Anschließend wurden die Tiere durch intraperitoneale Gabe eines Gemisches aus 40 
µg pro g Körpergewicht Ketaminhydrochlorid (Ketavet®) und 0,6 µg pro g 
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Körpergewicht Xylazin (Rompun® 2%) in Narkose gelegt. Nach Erreichen einer 
sicheren Narkosetiefe (Verlust des Zwischenzehenreflexes) wurden die Mäuse in 
Rückenlage auf einer Gummiunterlage fixiert und in ein, mittels 40°C warmen 
Wassers beheiztes, Kunststoffbecken verbracht. Zur Erleichterung der Atmung 
wurde die Zunge vorgelagert. 
Damit keine Haare das Operationsfeld verunreinigten wurde das Fell im Halsbereich 
mit Braunoderm®-Lösung befeuchtet. Danach wurde ein ca. 1 x 1 cm großes 
Hautstück per Scherenschlag entfernt sowie die darunter zum Vorschein 
kommenden Glandulae mandibulares vorsichtig seitlich vom Operationsfeld gelagert. 
Die jetzt sichtbaren Muskeln, die entlang und über der Trachea verlaufen wurden 
stumpf zur Seite präpariert, damit ein Faden (5/0) unterhalb der Trachea 
durchgeführt und eine Ligatur lose vorgelegt werden konnte. Zur Intubation der 
Mäuse erfolgte eine Inzision der Trachea unterhalb des Larynx und das Einführen 
des Tubus (Vasofix®Safety 20 G, gekürzt auf ca. 1,5 cm) in die Trachea. Die 
vorgelegte Ligatur wurde nun zur Fixation des Tubus zugezogen und die Tiere mit 
einer Frequenz von 140 Atemzügen pro Minute und einem Atemzugvolumen von 10 
µl pro Gramm Körpergewicht beatmet. Es wurde ein positiv-endexspiratorischer 
Druck von 1 cm Wassersäule festgelegt, um das Kollabieren der Alveolen während 
der maschinellen Exspiration zu vermeiden.  
Nun wurde die rechte V. jugularis stumpf freipräpariert und mit zwei Fäden 
untergelegt. Der craniale Faden wurde zur Streckung des Gefäßes ligiert, gespannt 
und mit einem Durapore® Klebestreifen am Wasserbad fixiert. Nach Kalibrierung des 
RSVP wurde die V. jugularis zwischen den beiden Bindfäden inzisiert, der Katheter 
ca. 5 mm tief in die Vene eingeführt und mit dem caudalen Bindfaden fixiert. 
Nachdem der Katheter bis in den rechten Ventrikel vorgeschoben wurde, konnte der 
RVSP aufgezeichnet werden. Hierbei entspricht der systolische rechtsventrikuläre 
Druck bei intakter Pulmonalklappe dem systolischen pulmonalarteriellen Druck 
(Rosenkranz 2011). 
Die gemessenen Drücke wurden durch die flüssigkeitsgefüllten Druckaufnehmer als 
analoge Signale aufgenommen, verstärkt und durch eine Wandlerkarte im PC in 
digitale Signale umgewandelt. Das Programm Labtech Pro® zeichnete die Drücke für 
die Dauer der Messung (10- 15 Minuten) auf. 
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2.2.4 Blutentnahme 
Nach Beendigung der hämodynamischen Messung wurden Thorax und Abdomen mit 
Braunoderm® befeuchtet sowie die Haut in diesem Bereich mit Hilfe einer Schere bis 
hin zum Manubrium sternum entfernt. Anschließend wurden direkt unterhalb des 
Rippenbogens die Haut und Muskelschichten beidseits der Medianen durchtrennt 
und so das Abdomen eröffnet. Danach wurde das Diaphragma inzisiert, mittels einer 
1 ml Spritze mit aufgesetzter 24G-Kanüle das Herz punktiert und daraus Blut 
entnommen. 
Das Blut wurde in ein heparinisiertes Eppendorf Tube verbracht und bei 9500 x g für 
15 Minuten zentrifugiert. Nun wurde das Plasma in ein Schraubdeckeltube pipettiert, 
in flüssigem Stickstoff schockgefroren (-196°C) und bei -80°C aufbewahrt. 
2.2.5 Hämatokrit 
Der Hämatokrit wurde bei allen Mäusen gemessen und diente als Kontrolle der 
hypoxischen Bedingungen. Hierzu wurde am Ende der hämodynamischen Messung 
der rechtsventrikuläre Katheter entfernt und das aus der V. jugularis austretendes 
Blut mit einer Kapillare aufgefangen. Diese wurde einseitig unter Zuhilfenahme des 
Hämatokritversiegelungskites verschlossen und in einer Zentrifuge bei 16060 x g für 
4 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Anschließend wurde der Hämatokrit mit 
der Skala des Zentrifugendeckels abgelesen. 
2.2.6 Entnahme der Lunge 
Hierzu wurde das inzisierte Diaphragma ventral von den Rippen gelöst und die 
Thoraxhöhle dargestellt. Folgend wurde das Sternum auf gesamter Länge medial 
durchtrennt und beide Teile seitlich mit gebogenen 24 G Kanülen fixiert. 
Nun wurden beide Ventrikel mit einer Federschere inzisiert. Der Schnitt des linken 
Ventrikels dient dabei als Abfluss der Spüllösung, in den des rechten Ventrikels 
wurde eine Spülkanüle bis in die A. pulmonalis eingeführt. Über die Spülkanüle 
wurde die Lunge nun mit isotoner Kochsalzlösung bei einem Druck von 22 cm 
Wassersäule bis zur Blutfreiheit gespült. Um ein Kollabieren der Alveolen zu 
verhindern wurde während des Spülens die Trachea extubiert und stattdessen eine 
Spülkanüle (Vasofix®Safety 20 G ohne Mandrin) eingeführt. Mit dieser wurde isotone 
Kochsalzlösung mit einem Gegendruck von 10 cm Wassersäule eingeleitet.  
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Sobald die Lungenlappen blutfrei waren, wurden die Spülkanülen entfernt und die 
Lunge entnommen. Die rechten Lungenlappen wurden für molekularbiologische 
Verfahren einzeln in Schraubdeckeltubes verbracht, schockgefroren und bei 
–80°C aufbewahrt. Der linke Lungenlappen wurde für histologische Untersuchungen 
in Einbettkassetten gelegt und 24h bei Raumtemperatur in Formaldehyd gelagert. 
Anschließend wurde der fixierte linke Lungenlappen für 24h in 0,1 M 
phosphatgepufferter Kochsalzlösung (phosphate buffered saline, PBS) bei 4°C und 
für weitere 24h in 50% Ethanol gelagert. Schließlich wurde der Lungen-lappen bis 
zur weiteren Verwendung in 70% Ethanol überführt und bei 4°C aufbewahrt. 
2.2.7 Entnahme der Blutgefäße 
Alle Blutgefäße wurden für molekularbiologische Untersuchungen verwendet. Hierzu 
wurden sie in Schraubdeckeltubes schockgefroren und bei -80°C gelagert. 
2.2.7.1 A. carotis 
Nach Blut- und Lungenentnahme wurde die linke A. carotis im Bereich der Apertura 
thoracis cranialis sowie etwas oberhalb dieser durchschnitten und der ca. 0,5 cm 
lange Anteil entfernt. 
2.2.7.2 Aorta 
Die Aorta wurde von der Herzbasis ausgehend mit einer Pinzette stumpf vom 
umliegenden Binde- und Fettgewebe gelöst. Folgend wurde die Aorta ascendens, 
der Arcus aortae und die Aorta descendens bis hin zum Diaphragma entnommen. 
2.2.7.3 A. pulmonalis 
Im Anschluss an die Aortenentnahme wurde die A. pulmonalis von Binde- und 
Fettgewebe gelöst und mittels einer Federschere von der Herzbasis getrennt und 
herausgenommen.  
2.2.7.4 A. renalis 
Um die A. renalis entnehmen zu können wurde die Muskelschicht ausgehend von 
der Apertura thoracis caudalis bis hin zur Regio pubica per Scherenschlag 
durchtrennt. Nun wurde die rechte Niere dargestellt und die damit verbundene A. 
renalis stumpf vom Bindegewebe abgelöst und ca. 0,5 cm entfernt. 
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2.2.7.5 A. femoralis 
Zur Darstellung der A. femoralis wurde im rechten Inguinalbereich eine Inzision 
gesetzt, die Arterie von den umliegenden Strukturen (Vene, Nerv, Bindegewebe) 
befreit und ein ca. 0,5 cm langes Stück entnommen. 
2.2.8 Entnahme des Herzens  
Nach Entfernung von Aorta und A. pulmonalis wurde das Herz entnommen und vom 
umliegenden Bindegewebe sowie den Atrien befreit. Es folgte die Trennung und das 
Wiegen beider Ventrikel. Zwei Drittel der Herzen wurden für molekularbiologische 
Analysen in Schraubdeckeltubes schockgefroren und anschließend bei -80°C 
aufbewahrt. Mit den restlichen Herzen wurde für histologische Untersuchungen wie 
unter 2.2.6 beschrieben verfahren.  
Die Gewichte der Ventrikel wurden zur Bestimmung unterschiedlicher Herzratios 
herangezogen. Mit diesen ist es möglich, eine Aussage über den Grad der 
Rechtsherzhypertrophie zu machen.  
Folgende Ratios wurden berechnet: 
-  Rechter Ventrikel (mg) zu linkem Ventrikel plus Septum (mg) 
-  Rechter Ventrikel (mg) zu Körpergewicht (g) 
-  Linker Ventrikel (mg) zu Körpergewicht (g) 
-  Gesamtherzgewicht (mg) zu Körpergewicht (g) 
2.2.9 Histologische und immunhistochemische Untersuchungen 
2.2.9.1 Vorbereitung zur histologischen Untersuchung 
Die in 70% Ethanol gelagerten linken Lungenhälften und Herzen wurden über Nacht 
im Routineprogramm des geschlossenen Vakuumgewebein-filtrationsautomaten 
entwässert. Anschließend wurden sie mit Paraffin in Einbettkassetten eingegossen 
und auf eine Kühlplatte gelegt, bis das Paraffin gehärtet war und die Wachsblöcke 
aus ihren Formen entnommen werden konnten.  
Für alle im Folgenden beschriebenen histologischen Untersuchungsmethoden 
wurden Schnitte mit einer Dicke von 3 µm angefertigt. Diese wurden nach dem 
Aufziehen auf die Objektträger zum Trocknen auf eine Heizplatte verbracht und bei 
37°C gelagert. Nach dem Färben wurden die Schnitte mit Hilfe eines 
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computergestützten Analysesystems untersucht. Die jeweils verwendeten Makros 
wurden von der Firma Leica entwickelt. Alle Schnitte wurden geblindet ausgezählt.  
2.2.9.2 Histologische Untersuchung der Lungen 
2.2.9.2.1 Muskularisierungsgrad 
2.2.9.2.1.1 Färbeprotokoll der Anti-α-Aktin/ von Willebrand Faktor-Färbung  
Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte 
60 Minuten Inkubieren bei 58°C  
3 x 10 Minuten Xylol  
2 x 5 Minuten Ethanol absolut 99,6%  
5 Minuten Ethanol 96%  
5 Minuten Ethanol 70%  
Färben der Gewebeschnitte 
15 Minuten Block endogener Peroxidasen 20 ml 30% H2O2 in 180 ml Methanol 
2x5 Minuten Waschen Aqua dest. 
2x5 Minuten Waschen PBS 
10 Minuten Proteolytische Demaskierung Trypsin Digest All® 1,5:3 
4x5 Minuten Waschen PBS 
20 Minuten Blocken unspezifischer Bindungen 10% BSA 
3x5 Minuten Waschen PBS 
30 Minuten Block nichtspezifischer Bindungen 
und endogener Maus IgG Rodent Block M 
3x5 Minuten Waschen PBS 
30 Minuten Primärantikörper 
anti-alpha smooth muscle actin 
Verdünnung 1:800 
mit 10% BSA 
4x5 Minuten Waschen PBS 
20 Minuten Block nichtspezifischer Bindungen 
und endogener Maus IgG MM HPR Polymer 
3x5 Minuten Waschen PBS 
ca. 1-2 Minuten violettes Chromogen Vector VIP® Substrat Kit 
5 Minuten Waschen Leitungswasser 
2x5 Minuten Waschen PBS 
15 Minuten Blocken unspezifischer Bindungen 10% BSA 
3x5 Minuten Waschen PBS 
20 Minuten Serumblock 2,5% normal horse Serum ImmPRESS Kit Anti-Rabbit Ig 
30 Minuten Primärantikörper Anti-von Willebrand Faktor Verdünnung 1:1200 mit 10%BSA 
4x5 Minuten Waschen PBS 
30 Minuten Biotinylierter Sekundärantikörper ImmPRESS Kit Anti-Rabbit Ig Peroxidase 
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4x5 Minuten Waschen PBS 
ca. 10 Sekunden Braunes Chromogen DAB Substrat Kit 
5 Minuten Waschen Leitungswasser 
3 Minuten Darstellung der Zellkerne Methylgrün 
Dehydrieren der Gewebeschnitte  
1 Minute Aqua dest.  
2 x 2 Minuten Ethanol 96%  
2 x 5 Minuten Isopropylalkohol  
3 x 5 Minuten Xylol  
Eindecken mit Pertex® 
 
Die 10-fach konzentrierte phosphatgepufferten Salzlösung (PBS) wurde wie folgt 
hergestellt: 
- 80 gr NaCl 
- 2,0 gr KCl 
- 11,5 gr Na2HPO4 x 2 H2O 
- 2,0 gr KH2PO4 
gelöst in 900 ml aqua dest 
Diese Lösung wurde zu Einmalpuffer verdünnt und mit NaOH ein pH von 7,4 
eingestellt. 
2.2.9.2.1.2 Morphometrische Analyse des Muskularisierungsgrades 
Nach Anfärbung der Paraffinschnitte wie unter 2.2.9.2.1.1 beschrieben wurde der 
Muskularisierungsgrad der Gefäße analysiert.        
 
Abbildung 2.2.5: a) - e): Bestimmung des Muskularisierungsgrades  
 
Der sekundäre Antikörper, welcher sich an den anti-α smooth muscle Aktin-
Antikörper bindet, färbte die muskularisierten Anteile der Gefäßwand violett an, 
b) Detektion des 
Gefäßvolumens 
c) Bestätigung des   
 Gefäßlumens 
d) Markierung des 
Gefäßwandbereiches 
a) Markieren des 
Gefäßes 
e) Ermittlung der 
Muskularisierung 
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während durch die Anbindung an den anti-von-Willebrand-Faktor das Endothel der 
Gefäße und somit die nicht-muskularisierten Bereiche der Gefäßwand braun 
dargestellt wurden. (Abb. 2.2.9.2.1.3) 
Zur Bestimmung des Muskularisierungsgrades wurden die Gefäße bei einer 400-
fachen Vergrößerung manuell markiert und ihr Innenraum durch den Computer 
automatisch detektiert (Abb. 2.2.9.2.1.2 a, b). Nach Bestätigung des Lumens (Abb. 
2.2.9.2.1.2 c) markierte dieser die Gefäßwand und ermittelte den Anteil der 
muskularisierten (violetten) Wandbereiche (Abb. 2.2.9.2.1.2 d, e) durch eine 
kolorimetrisch-spektrometrische Messung. Anschließend wurden die so gemessenen 
Werte automatisch in Excel (Microsoft Corporation) übertragen. 
Insgesamt wurden pro Schnitt 85 kleine Gefäße (Gefäßdurchmesser 20-70µm), 10 
mittlere Gefäße (>70-150µm) und 5 große Gefäße (>150µm) analysiert. Zur 
Kategorisierung dieser Gefäße wurde der prozentuale Anteil der mit α-smooth 
muscle Aktin gefärbten Gefäßmuskelschicht am Gesamtumfang des Gefäßes 
ermittelt. Dies bedeutet, dass ein zu 100% muskularisiertes Gefäß eine vollständig 
geschlossene Schicht aus α-smooth muscle Aktin positiven bzw. gefärbten Zellen 
besitzt. 
Die Grenzen zwischen den einzelnen Kategorien wurden folgendermaßen eingeteilt:  
- nicht muskularisiert: ≤ 5% Anteil von α-smooth muscle Aktin-positiven 
Bereichen der Gefäßmedia 
- partiell muskularisiert: > 5 - ≤ 70% Anteil von α-smooth muscle-Aktin positiven 
Bereichen der Gefäßmedia 
- voll muskularisiert: > 70% Anteil von α-smooth muscle Aktin-positiven 
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 a)       b) 
Abbildung 2.2.6: Beispiel für ein mit anti-alpha Aktin/ anti-von-Willebrand-Faktor gefärbtes  
a) nicht-muskularisiertes Lungengefäß (braune Wandbereiche) und eines b) voll-muskularisierten 
Lungengefäß (lila Wandbereiche). (630-fache Vergrößerung) 
2.2.9.3 Histologische Untersuchung des Herzens 
2.2.9.3.1 Kollagengehalt 
2.2.9.3.1.1 Färbeprotokoll der Sirius Red Färbung 
Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte wie in 2.2.9.2.1.1 
60 Minuten 0,1% Picro Sirius Red Lösung (lichtgeschützt) 
3 x 2 Minuten 1% Essigsäure (waschen) 
Abspülen Aqua dest. 
Dehydrieren und Eindecken mit Pertex® wie in 2.2.9.2.1.1 
 
Um die Picro Sirius-Red Lösung herzustellen, wurde 0,2 g Sirius Red in 200 ml 
Pikrinsäure gelöst und die entstandene Lösung durch ein Filterpapier gegossen. Es 
wurde ein pH-Wert von 2,0 durch Zugabe von Natronlauge eingestellt. 
2.2.9.3.1.2 Analyse des Kollagengehaltes  
Zur Analyse des Kollagengehaltes wurden die Längsschnitte der linken und rechten 
Ventrikel mit Sirius Red wie unter 2.2.9.3.1.1 beschrieben gefärbt. Dabei band sich 
der Farbstoff an die Kollagenfasern und färbte sie rot, wohingegen das umgebende 
nicht kollagenhaltige Gewebe gelb dargestellt wurde. 
Die Schnitte wurden bei 400-facher Vergrößerung mäanderförmig ausgezählt, wobei 
nur jedes zweite Bild in jeder zweiten Reihe zur Analyse herangezogen wurde. 
Dadurch wurden pro rechten und linken Ventrikel größenabhängig 40-60 Bilder 
Material und Methoden 
 61 
ausgewertet (Abb. 2.2.8), deren ermittelter prozentualen Kollagengehalt vom 
Computer in Excel übertragen wurde.  
Der Mittelwert aller Einzelbilder eines Schnittes ergab den Gesamtkollagengehalt des 
jeweiligen linken oder rechten Ventrikels.  
   
 a)    b)    c) 
Abbildung 2.2.7: Bestimmung des Kollagengehaltes                    
a) unbearbeitetes Bild; b) Detektion des Kollagengehaltes; c) gemessener Kollagenanteil 
2.2.10 Molekularbiologische Untersuchungen 
2.2.10.1 RNA-Isolation, Reinheitsbestimmung und c-DNA-Synthese 
Zur Isolation der Ribonukleinsäure (RNA) aus dem Homogenat der entnommenen 
Lungen und Ventrikel wurde das peqGOLD total RNA Kit verwendet, für die Gefäße 
wurde das peqgold MicroSpin Total RNA Kit benutzt. Die bei -80°C gelagerten 
Gewebe wurden bis zur Verwendung in flüssigem Stickstoff aufbewahrt. 
Anschließend wurde ein Drittel des rechten Lungenlappens, die Hälfte des linken 
Herzens, die kompletten Gefäße sowie der gesamte rechte Ventrikel in 2 ml 
Schraubverschlussgefäße, die mit 400 µl RNA Lysis Buffer T und ca. 20 
Keramikkügelchen (Ø 1,4 mm) gefüllt wurden, verbracht. Die Gewebe wurden im 
Homogenisator für 2 x 30 Sekunden homogenisiert und die hierbei entstandenen 
Gewebesuspensionen für 1 Minute bei 10000 x g zentrifugiert. Die 
Keramikkügelchen und die Zelltrümmer wurden verworfen, der Überstand mit der 
gelösten RNA wurde nach Protokoll verwendet. Zusätzlich wurde im Falle der 
rechten Ventrikel ein Desoxyribonuklease (DNAse) Verdau durchgeführt. 
Nach Isolation wurde die RNA-Konzentration spektrometrisch mittels NanoDrop 
bestimmt. Es erfolgte ebenfalls eine Reinheitsbestimmung, bei der der 
Absorptionswert bei den Wellenlängen 260 nm und 280 nm gemessen und dessen 
Quotient ermittelt wurde. Reine Nukleinsäuren zeigen ein Absorptionsmaximum bei 
260 nm, während Phenolreste und Proteine, die eine Kontamination darstellen, bei 
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280 nm ein Absorptionsmaximum haben. Der Quotient der Absorptionswerte reiner 
RNA liegt zwischen 1,8 und 2,0, im Falle einer Kontamination ist dieser geringer.  
Die reverse Transkription zur Herstellung der komplementären 
Desoxyribonukleinsäure (cDNA) wurde mittels iScript cDNA-Synthese Kit 
durchgeführt. Die RNA-Proben wurden auf eine Konzentration von 500 ng verdünnt 
und mit Hilfe eines Thermozyklers wie folgt umgeschrieben: 
- 1 Zyklus bei 25°C für 5 Minuten 
- 1 Zyklus bei 42° für 30 Minuten 
- 1 Zyklus bei 85°C für 5 Minuten 
Die so entstandene DNA wurde für eine real-time Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
verwendet. 
2.2.10.2 Quantitative real-time Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
Die real-time PCR wurde verwendet, um Genexpressionsanalysen der Normoxie- 
und CIH-Tiere durchzuführen. Die Nukleinsäuren werden, wie bei einer 
herkömmlichen Polymerase-Kettenreaktion, vervielfältigt und die gewonnene DNA 
durch Fluoreszenz-Messungen quantifiziert. Durch Interkalation des verwendeten 
Farbstoffes in die doppelsträngige DNA entsteht die Fluoreszenz, welche 
proportional zur Menge der PCR-Produkte zunimmt. Als Farbstoff wurde SYBR® 
Green I im iTaqTM SYBR® Green Supermix with Rox, wie vom Hersteller empfohlen, 
verwendet. Für eine Reaktion wurden folgende Substanzen gemischt: 
- 12,5 µl SYBR Green Supermix 
- 0,5 µl  Vorwärts-Primer 
- 0,5 µl  Rückwärts-Primer 
- 2,0 µl  DNA (Template) 
- 9,5 µl  steriles Aqua dest.  
 
Um die Reaktion auf Spezifität, Verunreinigungen und Primer-Dimere überprüfen zu 
können, wurde am Ende jedes PCR-Laufs eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. 
Hierbei erfolgte durch kontinuierliche Temperaturerhöhung von 55°C bis 95°C ein 
Aufschmelzen der doppelsträngigen DNA, welche die Wiederfreisetzung des 
Farbstoffes zur Folge hatte. Eine Unterscheidung zwischen den verschiedenen PCR-
Produkten ist anhand der unterschiedlichen Schmelztemperatur möglich, da 
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spezifische Produkte eine größere Fragmentlänge und somit eine höhere 
Schmelztemperatur als unspezifische Produkte oder Primer-Dimere haben. Jedem 
PCR-Lauf wurde eine Non-Template-Kontrolle (Negativkontrolle), bestehend aus 
dem Reaktionsgemisch ohne DANN, zugegeben, um Kontaminationen ausschließen 
zu können. 
 
Programm des RT-PCR-Laufs: 
 Temperatur Dauer Zyklen 
Enzymaktivierung 95°C 10 min  
Denaturierung 95°C 10 sec  
Annealing 59°C 10 sec 40 x 
Elongation 72°C 10 sec  
Denaturierung 95°C 1 min  
Schmelzkurve 55°C - 95°C   
Abkühlen 25°C ∞  
     
Folgende Formel wurde für die Auswertung der real-time PCR verwendet: 
Ct (Referenzgen) – Ct (untersuchtes Gen) = ∆Ct  Ct=cycle threshold 
  
Der cycle threshold Wert (Ct-Wert) kennzeichnet den Zyklus, an dem die 
Fluoreszenz erstmalig signifikant über die Hintergrund-Fluoreszenz angestiegen ist. 
Die Ct-Werte, welche den Expressionswert der Gene, die aus den Gefäßen 
gewonnen wurden, angeben wurden zum Wert des Referenz-Gens Beta2-
Mikroglobulin (B2M) normalisiert. Die Genexpression der Ventrikel wurden zum 
Referenz-Gen Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) und die 
Genexpression der Lunge zum Referenzgen β-Aktin normalisiert. Diese Referenz-
Gene wurden ausgewählt, da sie in den verwendeten Tiermodellen nicht reguliert 
werden. 
2.2.10.3 Proteinisolierung 
Die bei -80°C gelagerten Gewebe wurden bis zur Proteinisolierung in flüssigem 
Stickstoff aufbewahrt. Anschließend wurde ein Drittel des rechten Lungenlappens, 
die Hälfte des linken Herzens sowie der gesamte rechte Ventrikel in 2 ml 
Material und Methoden 
 64 
Schraubverschlussgefäße, die mit 150 µl RNA Lysebuffer und ca. 20 
Keramikkügelchen gefüllt wurden, verbracht und im Homogenisator für 2 x 30 
Sekunden homogenisiert.  
 
Rezept des Lysebuffers: 
- 1000 µl Ripa- Puffer  
(50 mM Tris, 150 mM NaCl, 60 mM NaN3,10 mM CaCl2, 1% Triton X-100) 
- 40 µl Proteaseinhibitor (Complete) 
- 5 µl Na-Orthovanadat (200 mM) 
- 1 µl PMSF (100 mM) 
Danach wurden die Tubes 15 min lang auf Eis gelagert, für 10 min bei 4°C und 
10000 x g zentrifugiert und der Überstand in 1,5 ml Eppendorftubes pipettiert 
2.2.10.4 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Um die Proteinmenge der Proben zu bestimmen, wurde das Prinzip des Lowry-
Assays verwendet. Hierbei diente eine Standardreihe (0,2 mg/ml - 1,6 mg/ml) aus 
boviner Serumalbumin (BSA)-Lösung als Referenz sowie purer Ripa-Puffer als 
Leerwert. Die Proben wurden mit Ripa-Puffer im Verhältnis 1:20 verdünnt und 
anschließend wurden jeweils 5 µl des Ripa-Puffers (Leerwert), der Standards und der 
Proteinproben als Doppelansätze in eine 96-well Mikroplatte pipettiert. Folgend 
wurden die Substanzen des DC Protein Assays von Bio-Rad protokollgemäß 
hinzugegeben und die Platte in das Lesegerät gestellt. Dieses mischte durch 
Schütteln die Proben, maß die Absorption bei 750 nm und berechnete so die 
Proteinkonzentration. Schließlich wurden die Proben bei -20°C bis zur weiteren 
Verwendung gelagert. 
2.2.10.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Bei dieser Methode werden die Proteine aufgrund ihres Molekulargewichtes 
aufgetrennt. In den Gelen befindet sich das negativ geladene Natriumdodecylsulfat 
(SDS, engl.  sodium dodecyl sulfate), welches die Proteine denaturiert und sich in 
einem konstanten Gewichtsverhältnis an diese anlagert. Wenn nun an das Gel ein 
elektrisches Feld angelegt wird, so wandern die Komplexe aufgrund ihrer negativen 
Ladung zur Anode und werden so aufgetrennt.  
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Das Gel besteht aus zwei Anteilen, dem Sammelgel (5%) im oberen Bereich mit den 
Taschen für den Proteinansatz und dem unteren Trenngel (8%), in dem die Proteine 
nach Anlegen des elektrischen Feldes der Größe nach aufgetrennt werden.  
 
Zusammensetzung der Gele: 
 Sammelgel Trenngel 
Gelkonzentration 5%  8% 
Aqua dest. 5,7 ml  4,7 ml 
30% Acrylamid/Bis. 1,7 ml  2,7 ml 
Tris-Puffer 2,5 ml  2,5 ml 
10% w/v SDS 0,1 ml  0,1 ml 
10% APS 50 µl  50 µl 
TEMED 10 µl  5 µl 
 
Tris-Puffer:  
- Trenngel: 1,5 M Tris pH 8,8 
- Sammelgel: 0,5 M Tris pH 6,8 
 
Um die Polymerisationsreaktion zu beschleunigen, wurden Ammoniumperoxodisulfat 
(APS) und N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin (TEMED) zugesetzt.  
Vor Beginn der SDS-PAGE wurde den Proben Ripa-Puffer zugegeben, um eine 
gleiche Proteinkonzentration aller Proben zu erhalten. Danach wurde jedem Ansatz 
2,6 µl β-Mercaptoethanol pro 100 µl Probenvolumen (zum Aufspalten von 
Disulfidbrücken) und 4-fach konzentrierter NuPage LDS Ladepuffer zugefügt. Nach 
Erhitzen der Proben in einem Heizblock für 10 min bei 99°C wurden diese kurz 
zentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Die Proteine wurden elektrophoretisch bei 
100 Volt, 400 Milliampère und 150 Watt für 90 Minuten in Laufpuffer (Lämmli-Puffer: 
25 mM Tris, 192 mM Glycin und 0,1% SDS) aufgetrennt. Zusätzlich wurden 5 µl 
eines Proteinstandards aufgetragen. Dieser diente als Skala für die Molekülmasse. 
2.2.10.6 Western Blot 
Zur quantitativen Bestimmung der Proteine mittels spezifischer Antikörper (AK) 
wurde das Western- bzw. Immunoblotverfahren verwendet. Hierbei werden die 
Proteine auf eine Membran übertragen. Im Falle des eNOS-AK wurde eine 
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Nitrocellulose-Membran (NC) für den iNOS-AK eine Polyvenylidendifluorid (PVDF)-
Membran verwendet. Dieser Transfer erfolgte elektrophoretisch mit Hilfe eines 
Semidry-Blot-Systems (eNOS) oder Wet-Blot-Systems (iNOS).  
2.2.10.6.1 Semidry-Blot-System 
Membran und Whatman-Filter wurden zunächst auf eine Größe von 8,5 x 5,5 cm 
zugeschnitten. Die PVDF-Membran wurde dann mit Methanol aktiviert und in 
Transferpuffer (2,9 g Glycin, 5,8 g Tris, 1,85 ml 20% SDS, 200 ml Methanol, mit A. 
dest auf 1 Liter auffüllen) gelegt, die NC-Membran und die Filter kamen direkt in 
Transferbuffer. Nun wurden Filter, Membran und das SDS-Gel folgendermaßen 
übereinandergelegt (Aufbau von unten nach oben): 
- 3x Filter 
- Membran 
- Gel 
- 3x Filter 
Anschließend wurden die Stromkabel so angelegt, dass die negativ geladenen 
Proteine im elektrischen Feld von oben nach unten (vom Minuspol zum Pluspol) 
wanderten. Die Übertragung dauerte 75 Minuten bei 100 Volt, 115 Milliampère und 
150 Watt. 
2.2.10.6.2 Wet-Blot-System 
Hierbei wurde die Membran ebenfalls aktiviert und in Transferbuffer gelegt, wie unter 
2.2.10.6.1 beschrieben. Die Membran, die Filter und das Gel wurden in einer 
speziellen Halterung in eine mit Transferbuffer gefüllte Elektrophoresekammer 







Anschließend wurde die Kammer auf einen Magnetrührer gestellt und ein Kühlakku 
hinzugegeben, was eine bessere Temperaturhomogenität gewährleisten und die 
Entstehung eines Ionengradienten verhindern sollte. 
Material und Methoden 
 67 
Nun wurde das Stromkabel angelegt und das Gel mit 100 Volt, 400 Milliampère und 
150 Watt für 75 min auf die Membran übertragen. 
 
Im Folgenden wurde bei beiden Methoden die Membran eine Stunde lang in 6% 
(w/v) Milchpuffer (Skim Milk-Pulver gelöst in TBST) geblockt, um unspezifische 
Bindungen abzusättigen. Die Inkubation mit dem Primärantikörper (gelöst in 6% (w/v) 
Milchpuffer) erfolgte über Nacht bei 4°C. 
Am Folgetag wurde die Membran für 4 x 10 Minuten in TBST (20 mM Tris, 150 mM 
NaCl, 0,1% (v/v) Tween 20) gewaschen und danach für eine Stunde im Peroxidase-
gekoppelten Sekundärantikörper (gelöst in 6% (w/v) Milchpuffer) bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Membran wieder in TBST (3-5x 
für 10 Minuten) gewaschen und für 5 min dem Peroxidase-Substrat ECL Plus 
ausgesetzt. Hierbei reagiert die Peroxidase, welche an den Sekundärantikörper 
gekoppelte ist, mit dem ECL Plus Substrat unter Erzeugung einer 
Chemilumineszenz. Nun konnten mehrere Chemilumineszenzfilme für die Zeitdauer 
von 1 sec bis zu 15 Minuten auf die Membran gelegt werden und mit Hilfe einer 
Entwicklermaschine entwickelt werden. 
Zur Auswertung wurden die Filme mit dem Bio-Imaging System fotografiert und 
letztendlich mit einer Software von Gene-Tools densitometrisch quantifiziert. 
Um die Membran wiederverwenden zu können, war es notwendig, diese zunächst zu 
„strippen“. Hierbei wurde die Membran für eine Stunde in den Strippingpuffer (90 ml 
Aqua dest., 10 ml 1 M Glycin, 2-3 ml HCl 37%) gelegt, welcher die gebundenen 
Antikörper entfernt („strippen“). Nun wurde die Membran erneut mit TBST (4 x 10 
Minuten) gewaschen und in 6% (w/v) Milchpuffer für eine Stunde geblockt. Es folgte 
die Inkubation mit neuen Primär- und Sekundärantikörper sowie die Entwicklung der 
Membran, wie oben beschrieben. 
2.2.11 Statistische Auswertung 
Die in dieser Arbeit angegebenen Graphen wurden mit Hilfe des Programms 
GraphPad PRISM Version 5.01 (GraphPad Software, Inc., 2236 Avenida de la Playa, 
La Jolla, CA 92037 USA) erstellt und die Ergebnisse damit statistisch analysiert. Für 
die Dezimaltrennzeichen der y-Achsenbeschriftungen verwendet das Programm 
Punkte, anstatt Kommata, was an seinem internationalen Ursprung (USA) liegt. Die 
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Darstellung und die Auswertung des Blutdruckverlaufes erfolgte mit Hilfe des 
Programmes „R“ (RCoreTeam 2013). Alle Daten wurden als Mittelwerte (MW) ± 
Standardfehler (SEM) angegeben. Die n-Zahl der jeweiligen Gruppen entspricht, 
soweit nicht anders angegeben, der in Kapitel 2.2.1.1 „Aufteilung der Tiergruppen“ 
angegebenen Tierzahlen. Die Normalverteilung wurde getestet. Bei einer 
Normalverteilung wurden die Unterschiede zwischen den verschiedenen 
Mäusegruppen, soweit nicht anders angegeben, durch Varianzanalyse und einen 
Student-Newman-Keuls post-hoc Test für multiple Vergleiche ermittelt. Ein p-Wert 
<0,05 wurde als signifikant angesehen. Zur Angabe der Signifikanzniveaus wurde, 
soweit nicht anders angegeben, folgendes Symbol „*“ verwendet. Dabei entspricht 





3.1 Das Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie und seine 
Einflüsse auf die WT, eNOS und iNOS KO Mäuse 
3.1.1 Oxymetrische Messungen 
Zur Überprüfung, ob der Stimulus der CIH mit denen für diese Arbeit festgelegten 
Parametern (länge Nox/Hox, Sauerstoffkonzentration während der Hypoxiephase) 
zur Erzeugung einer ähnlichen starken Entsättigung, wie beim Menschen mit OSAS, 
ausreicht, wurden oxymetrische Messungen durchgeführt. Diese Messungen 
ergaben bei allen untersuchten Tieren eine signifikante Verringerung der 
Sauerstoffsättigung während der hypoxischen Phasen. Dieser Verringerung schloss 
sich eine Normalisierung der Sauerstoffsättigung in jedem normoxischen Zyklus an. 
Die Herzfrequenz der Mäuse zeigte eine Erhöhung unter hypoxischen Bedingungen 
sowie eine repetitive Erniedrigung während jeder normoxischen Phase. Diese 
Entwicklung konnte auch bei der Atemfrequenz beobachtet werden (Abb. 3.1.1) und 
kann als kompensatorischer Reaktion auf die Hypoxie erklärt werden. Allerdings 
zeigte sich bei den iNOS KO Mäusen in Zyklus 12 (Abb. 3.1.2) und bei den eNOS 
KO Mäusen in Zyklus 4 und 12 (Abb. 3.1.3) eine leichte Abweichung von dieser 
Norm. 
Der Mittelwert der Sauerstoffsättigung unter Normoxie und der sich daran 
anschließende Mittelwert aller Entsättigungen war bei allen drei Mäusegruppen 
ähnlich stark ausgeprägt und zeigte keinen signifikanten Unterschied. So war bei 
den WT Mäusen unter Normoxie eine Sauerstoffsättigung von 93,7 ± 1,0% und unter 
Hypoxie von 53,8 ± 1,4% sowie bei den KO Tieren ein normoxischer Wert von 93,1 ± 
1,7% (iNOS) und 93,9 ± 1,1% (eNOS) und ein hypoxischer Mittelwert von 56,7 ± 
1,6% (iNOS) und 53,2 ± 1,0% (eNOS) zu beobachten. Hierzu sind die einzelnen 
Werte in den Tabellen 3.1.1, 3.1.2 und 3.1.3 aufgeführt. 
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3.1.1.1 C57BL/6J Mäuse 





















































Abbildung 3.1.1: Darstellung der Entwicklung von Atemfrequenz, Herzfrequenz und 
Sauerstoffsättigung der WT Mäuse unter CIH (n=5).  
bpm=Schläge pro Minute  
 
Zur besseren Übersicht werden die einzelnen Werte in Tabelle 3.1.1 aufgeführt. 
Sauerstoffsättigung (%) Herzfrequenz (bpm) Atemfrequenz  (bpm)  
WT n=5 MW SEM MW SEM MW SEM 
Zyklus 1 Nox 99 0,3 278 14 166 20 
Zyklus 2 Hox 52 3,6 248 40 186 12 
Zyklus 3 Nox 95 2,1 244 14 134 8 
Zyklus 4 Hox 58 3,3 316 46 192 18 
Zyklus 5 Nox 92 2,4 248 19 130 11 
Zyklus 6 Hox 53 3,7 326 38 212 10 
Zyklus 7 Nox 93 0,7 272 20 122 16 
Zyklus 8 Hox 53 3,0 336 45 210 22 
Zyklus 9 Nox 93 1,5 276 27 120 10 
Zyklus 10 Hox 58 5,1 354 48 216 12 
Zyklus 11 Nox 91 1,5 300 20 133 14 
Zyklus 12 Hox 49 2,8 400 28 209 20 
Zyklus 13 Nox 93 2,4 355 37 121 17 
 
Tabelle 3.1.1: Werte der oxymetrisch gemessenen Sauerstoffsättigung, Herzfrequenz und 
Atemfrequenz der WT Mäuse. Alle Werte sind als Maximalwert (Normoxie) bzw. Minimalwert 
(Hypoxie) angegeben. 
Nox=Normoxie, Hox=Hypoxie, bpm=Schläge pro Minute 
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3.1.1.2 iNOS-/- Mäuse 



















































Abbildung 3.1.2: Darstellung der Entwicklung von Atemfrequenz, Herzfrequenz und 
Sauerstoffsättigung der iNOS KO Mäuse unter CIH (n=5). 
bpm=Schläge pro Minute  
 
Folgend die Werte in tabellarischer Form: 
Sauerstoffsättigung (%) Herzfrequenz (bpm) Atemfrequenz  (bpm)  
iNOS n=5 MW SEM MW SEM MW SEM 
Zyklus 1 Nox 99 0,2 249 11 143 16 
Zyklus 2 Hox 52 3,2 237 26 162 15 
Zyklus 3 Nox 99 0,2 187 16 84 11 
Zyklus 4 Hox 62 0,7 225 21 123 25 
Zyklus 5 Nox 95 1,3 198 19 110 11 
Zyklus 6 Hox 60 1,8 249 36 161 19 
Zyklus 7 Nox 91 2,0 215 12 92 14 
Zyklus 8 Hox 57 2,5 252 27 135 27 
Zyklus 9 Nox 91 2,1 198 17 90 12 
Zyklus 10 Hox 55 1,3 255 21 156 18 
Zyklus 11 Nox 88 1,5 208 10 114 18 
Zyklus 12 Hox 54 0,7 253 22 104 35 
Zyklus 13 Nox 89 2,9 213 13 123 13 
 
Tabelle 3.1.2: Werte der oxymetrisch gemessenen Sauerstoffsättigung, Herzfrequenz und 
Atemfrequenz der iNOS KO Mäuse. Alle Werte sind als Maximalwert (Normoxie) bzw. Minimalwert 
(Hypoxie) angegeben. 
Nox=Normoxie, Hox=Hypoxie, bpm=Schläge pro Minute 
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3.1.1.3 eNOS-/- Mäuse 





















































Abbildung 3.1.3: Darstellung der Entwicklung von Atemfrequenz, Herzfrequenz und 
Sauerstoffsättigung der eNOS KO Mäuse unter CIH (n=4).   
bpm=Schläge pro Minute  
 
Bei den eNOS KO Mäusen ergaben sich die in Tabelle 3.1.3 aufgeführten Werte. 
Sauerstoffsättigung (%) Herzfrequenz (bpm) Atemfrequenz (bpm)  
eNOS n=4 MW SEM MW SEM MW SEM 
Zyklus 1 Nox 99 0,3 268 25 151 5 
Zyklus 2 Hox 56 8,2 324 49 188 3 
Zyklus 3 Nox 96 0,9 271 25 121 10 
Zyklus 4 Hox 54 5,6 348 39 86 30 
Zyklus 5 Nox 95 0,9 254 26 109 8 
Zyklus 6 Hox 54 6,5 333 59 188 32 
Zyklus 7 Nox 92 1,1 253 21 101 1 
Zyklus 8 Hox 54 7,5 348 21 141 20 
Zyklus 9 Nox 91 2,3 258 22 100 7 
Zyklus 10 Hox 52 5,4 355 22 143 22 
Zyklus 11 Nox 91 4,0 255 5 120 30 
Zyklus 12 Hox 49 9,5 360 60 113 3 
Zyklus 13 Nox 93 4,0 260 20 108 8 
 
Tabelle 3.1.3: Werte der oxymetrisch gemessenen Sauerstoffsättigung, Herzfrequenz und 
Atemfrequenz der eNOS KO Mäuse. Alle Werte sind als Maximalwert (Normoxie) bzw. Minimalwert 
(Hypoxie) angegeben. 
Nox=Normoxie, Hox=Hypoxie, bpm=Schläge pro Minute      
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Zur besseren Vergleichbarkeit werden die Mittelwerte der Sauerstoffsättigung unter 



























Abbildung 3.1.4: Darstellung der Sauerstoffsättigung von allen drei Mauslinien unter 
Normoxie und CIH (WT und iNOS KO n=5, eNOS KO n=4). 
Nox=Normoxie, Hox=Hypoxie   
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3.1.2 Auswirkungen der Exposition in chronisch intermittierender Hypoxie 
Während der Versuchsdauer zeigten die Mäuse ein ungestörtes Allgemeinbefinden, 
eine normale Futter- und Wasseraufnahme sowie ein physiologisches Putzverhalten. 
3.1.2.1 Gewicht 
Das Ausgangsgewicht der WT Mäuse lag mit einem Mittelwert von 22,5 ± 0,3 gr und 
einem Bereich von 20-27 gr etwas unter dem Gewicht der iNOS KO (24-28 gr; 
Mittelwert: 25,7 ± 0,2 gr) und eNOS KO (22,5-29,5 gr; Mittelwert 25,2 ± 0,3 gr) 
Mäuse (Abb. 3.1.5 a). Die Gewichtsänderung der Tiere wird aufgrund der stark 
abweichenden Ausgangsgewichte (20-30 gr) in Prozent angegeben. Hierbei 
entsprechen 0% dem Gewicht der Tiere zu Beginn des Versuches und die in Abb. 
3.1.5 b dargestellten Werte der Änderung des Gewichtes von diesem Ausgangswert. 
Alle Mäuse wurden täglich gewogen, zur besseren Darstellung wurden allerdings nur 




























Alle Mäuse der CIH-Gruppen zeigten nach 6 Wochen eine signifikant geringere 
Gewichtszunahme (WT) bzw. eine Gewichtsabnahme (KO) als die 
korrespondierenden Kontrolltiere. Die Differenz der Mittelwerte zwischen den 
normoxischen und CIH-exponierten Mäusen betrug bei den WT-Tieren 11,5%, bei 
den iNOS KO Mäusen 11,1% und bei den eNOS KO Mäusen 11,0%. Die WT-
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Mäuse, die unter normoxischen Bedingungen gehalten wurden, erreichten eine 
Gewichtszunahme von 21,6 ± 1,4%, die iNOS KO Mäuse von 5,4 ± 1,0% und die 
eNOS KO Mäuse von 3,0 ± 1,0%, wohingegen bei den CIH-exponierten WT-Tieren 
eine Gewichtsänderung von 10,1 ± 1,1%, bei den iNOS KO Mäusen von -5,6 ± 0,8% 




































Abbildung 3.1.5 b): Darstellung der prozentualen Gewichtsänderung nach 6 Wochen CIH-bzw. 
Normoxieexposition *** p<0,001. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
 
Um die physiologischen Reaktionen der Mäuse auf den Stimulus der CIH 
charakterisieren zu können, wurde den Tieren täglich der Blutdruck gemessen sowie 
am Versuchsende der Hämatokrit, das Ausmaß der Herzhypertrophie sowie der 
RVSP bestimmt. Als Maß für die Rechtsherzhypertrophie wurden hierbei die Ratios 
von rechtem Ventrikel zu linkem Ventrikel plus Septum sowie die Ratio von rechtem 
Ventrikel zum Körpergewicht bestimmt, wohingegen die Ratio von linkem Ventrikel 
zum Körpergewicht als Maß für die Entwicklung einer Linksherzhypertrophie 
gewertet wurde. 
3.1.2.2 Hämatokrit 
Am Versuchsende betrug der Hämatokrit (HTK) bei den normoxischen WT Tieren 
44,0 ± 0,4, bei den iNOS KO Mäusen 43,5 ± 1,1 und bei den eNOS KO Mäusen 42,4 
± 1,0. Die CIH-exponierten WT Tiere zeigten dazu einen signifikant höheren 
Hämatokrit von 49,9 ± 0,6, die iNOS KO Mäuse von 49,4 ± 0,9 und die eNOS KO 

















Abbildung 3.1.6: Darstellung des Hämatokritwertes der WT, iNOS und eNOS KO Mäuse 
***p<0,001. 
 Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
3.1.3 Ratio rechter Ventrikel zu linkem Ventrikel plus Septum  
Die Ratio des Nassgewichtes von rechtem Ventrikel zu linkem Ventrikel plus Septum 
(RV/(LV+S)) ermöglicht es, den Grad der Rechtsherzhypertrophie zu bestimmen. Bei 
den normoxischen WT und eNOS KO Mäusen betrug die Ratio gleichermaßen 0,239 
± 0,005, bei den iNOS KO Mäusen 0,250 ± 0,004. Im Verlauf der 6 Wochen CIH-
Exposition entwickelten die WT Mäuse eine signifikante Rechtsherzhypertrophie 
(0,296 ± 0,009), die durch die erhöhte Druckbelastung des rechten Ventrikels erklärt 
werden kann. Die iNOS KO Mäuse (0,262 ± 0,003) und eNOS KO Mäuse (0,245 ± 
0,005), die den Bedingungen der CIH ausgesetzt waren, zeigten dagegen keinen 



















Abbildung 3.1.7: Darstellung der Ratio von rechtem Ventrikel zu linkem Ventrikel plus 
Septum.***p<0,001. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
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3.1.4 Ratio von rechtem Ventrikel zu Körpergewicht  
Um Einflüsse durch den linken Ventrikel zu vermeiden, wurde zusätzlich zur 
Herzratio das Verhältnis von rechtem Ventrikel zum Körpergewicht errechnet. Die so 
ermittelte Rechtsherzhypertrophie der WT Mäuse stimmte mit der unter Kapitel 3.1.3 
errechneten Ratio überein. Zusätzlich war eine signifikante Erhöhung der Ratios 
beider eNOS-Gruppen zu beobachten. Normoxische WT Mäuse zeigten eine Ratio 
von 0,82 ± 0,01, iNOS KO Mäuse von 0,82 ± 0,02 und eNOS KO Mäuse von 0,87 ± 
0,01. Bei den CIH-exponierten WT Mäusen betrug der Quotient 0,87 ± 0,02 und bei 
den eNOS KO Mäusen 0,88 ± 0,02, während die iNOS KO Tiere mit 0,83 ± 0,01 




















Abbildung 3.1.8: Darstellung der Ratio von rechtem Ventrikel zum Körpergewicht *p<0,05, ermittelt 
durch student t-Test. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
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3.1.5 Ratio von linkem Ventrikel zu Körpergewicht  
Als Maß zur Bestimmung der Linksherzhypertrophie diente die Ratio des 
Nassgewichts des linken Ventrikels zum Körpergewicht. Normoxische und CIH-
exponierte WT ( 3,28 ± 0,03 vs. 3,18 ± 0,02) und iNOS KO Mäuse (3,24 ± 0,04 vs. 
3,28 ± 0,04) zeigten hierbei keine Veränderung der Ratio, wohingegen das 
Verhältnis des Gewichtes vom linken Ventrikel zum Körpergewicht bei normoxischen 
und CIH-exponierten eNOS KO Mäusen (3,61± 0,04 vs. 3,58 ± 0,07) signifikant 
erhöht war (Abb. 3.1.9).  
 
Abbildung 3.1.9: Darstellung der Ratio von linkem Ventrikel plus Septum zu Körpergewicht 
***p<0,001. 
Nox Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J, KGW=Körpergewicht 
3.1.6 Ratio Herzgewicht zu Körpergewicht 
Das Verhältnis von gesamtem Herzgewicht zum Körpergewicht wurde ermittelt, um 
Aussagen über die Vorgänge am Herzen unter CIH-Exposition zu machen. Hierbei 
zeigten sich die gleichen Veränderungen wie unter Kapitel. 3.1.5 beschrieben. Bei 
den normoxischen WT Mäusen betrug die Ratio 4,14 ± 0,04, bei den iNOS KO 
Mäusen 4,09 ± 0,05 und bei den CIH-exponierten WT Mäusen 4,07 ± 0,03 sowie bei 
den iNOS KO Mäusen 4,14 ± 0,06. Die eNOS KO Mäuse zeigten dagegen eine 
signifikant höhere Ratio von 4,46 ± 0,04 in Normoxie bzw. 4,44 ± 0,08 unter 




Abbildung 3.1.10: Darstellung der Ratio vom Gesamtherzgewicht zum Körpergewicht ***p<0,001.  
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J, HGW=Herzgewicht, 
KGW=Körpergewicht 
3.1.7 Blutdrücke in den einzelnen Gruppen 
Die Messung des systolischen und diastolischen Blutdruckes erfolgte in dem 
Zeitraum, in dem die Mäuse nicht unter den Bedingungen der CIH oder Normoxie 
gehalten wurden (10-12 Stunden am Tag) an jedem Tag der CIH- oder 
Normoxieexposition. Der Blutdruck wurde in einminütigen Abständen gemessen und 
aufgezeichnet. Zur Auswertung des Blutdruckes wurde an jedem Messtag der 
Mittelwert aller aufgezeichneten Drücke einer Maus berechnet. Vor Exposition der 
Mäuse erfolgte eine 24-48 stündige Messung des Blutdruckes um den 
Ausgangswert jedes Tieres ermitteln zu können. Aufgrund dieser individuell 
abweichenden Blutdruckwerte und der dadurch entstehenden Varianz wird die 
Blutdruckänderung der Tiere zum Anfangswert angegeben. Weiterhin ist in diesem 
Schaubild auch die Modellvorhersage mit dem 95%-Konfidenzbereich angegeben. 
Der Parameter der Zeit wurde durch eine quadratische Funktion gefittet, da es sich 
hierbei um die einfachstmögliche Art der Abbildung aller Schaubilder handelt. Diese 
Darstellung wurde immer in den mit a) gekennzeichneten Abbildungen verwendet. 
Zur Verdeutlichung der Blutdruckentwicklung wurde eine zweite Darstellung der 
Daten (genannt b) gewählt. Hierbei wurden die Mittelwerte von allen Mäusen einer 
Gruppe für den Zeitraum der ersten und der letzten Woche zusammengefasst. 
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3.1.7.1 Systolischer Blutdruck 
Die CIH-exponierten WT Mäuse zeigten ab einem Zeitraum von zwei Wochen einen 
Anstieg des systolischen Blutdruckes, welcher anhand des Auseinanderdriftens der 
Konfidenzbänder der beiden Gruppen zu erkennen ist. Dieser signifikante Anstieg im 
Blutdruck setzt sich bis zum Ende der Studie fort, wohingegen bei den normoxischen 
Tieren ein Abfall des Blutdruckes über den Zeitraum von sechs Wochen zu sehen ist 
(Abb. 3.1.11 a). 
 
Abbildung 3.1.11 a): Darstellung der Entwicklung des systolischen Blutdrucks der WT Mäuse unter 
CIH.  
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
Punkte: Blutdruckwert der Tiere als Differenz zum Anfangswert; Linien und Balken: Mittelwert der 
Blutdruckwerte mit 95%-Konfidenzbereich.  
 
Der Blutdruckmittelwert aller normoxischen WT Mäuse betrug in der ersten Woche 
119,2 ± 0,7 mmHg und der Mittelwert der letzten Woche 114,2 ± 1,4 mmHg und war 
somit signifikant niedriger. Die CIH-exponierten Mäuse zeigten in der ersten Woche 
einen Mittelwert von 121,5 ± 0,8 mmHg und in der letzten Woche einen signifikant 
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Abbildung 3.1.11 b): Systolische Blutdrücke der WT Mäuse in der ersten und letzten Woche (WT 
CIH n=10, WT Nox n=8) **p<0,01, ***p<0,001. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
 
Bei den CIH-exponierten iNOS KO Mäusen war im Vergleich zu den normoxischen 
Kontrolltieren keine Veränderung der Konfidenzbänder und somit auch des 
Blutdruckes zu beobachten (Abb. 3.1.12 a). 
 
Abbildung 3.1.12 a): Darstellung der Entwicklung des systolischen Blutdrucks der iNOS KO Mäuse 
unter CIH. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie 
Punkte: Blutdruckwert der Tiere als Differenz zum Anfangswert; Linien und Balken: Mittelwert der 




Der Blutdruck der normoxischen iNOS KO Mäuse betrug in der ersten Woche 123,9 
± 0,7 mmHg und in der letzten Woche 112,0 ± 2,3 mmHg und war somit signifikant 
niedriger. Die CIH-exponierten iNOS KO Mäuse zeigten in der ersten Woche einen 
Blutdruckmittelwert von 128,1 ± 0,6 mmHg und in der sechsten Woche einen 
signifikant niedrigeren Wert von 116,8 ± 3,4 mmHg. Weiterhin war der 
Anfangsblutdruck der normoxischen iNOS KO Mäuse signifikant niedriger als der der 
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Abbildung 3.1.12 b): Systolische Blutdrücke der iNOS KO Mäuse in der ersten und letzten Woche 
(iNOS CIH n=8, iNOS Nox n=9) *p<0,05, ***p<0,001. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie 
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Die CIH-exponierten eNOS KO Mäuse zeigten im Vergleich zu den normoxischen 
Kontrolltieren zu Beginn der Studie (Tag 7-22) signifikante Unterschiede in der 
Blutdruckentwicklung. Bis Tag 11-12 war ein geringer Anstieg des systolischen 
Blutdruckes zu beobachten dem sich ein starker Blutdruckabfall anschloss. Die 
normoxischen eNOS KO Mäuse zeigten über den Zeitraum von sechs Wochen 
einen fast geradlinigen Abfall des systolischen Blutdruckes (Abb. 3.1.13 a). 
 
Abbildung 3.1.13 a): Darstellung der Entwicklung des systolischen Blutdrucks unter CIH der eNOS 
KO Mäuse. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie  
Punkte: Blutdruckwert der Tiere als Differenz zum Anfangswert; Linien und Balken: Mittelwert der 
Blutdruckwerte mit 95%-Konfidenzbereich.  
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Alle eNOS KO Mäuse zeigten von Versuchsbeginn an einen erhöhten diastolischen 
Blutdruck verglichen mit den WT Tieren. Der Blutdruck der normoxischen eNOS KO 
Mäuse betrug in der ersten Woche 153,7 ± 1,0 mmHg und in der sechsten Woche 
145,1 ± 1,9 womit dieser signifikant erniedrigt war. Die CIH-exponierten eNOS KO 
Mäuse zeigten in der ersten Woche einen Blutdruckmittelwert von 154,3 ± 1,3 mmHg 
und in der letzten Woche einen signifikant niedrigeren Wert von 134,7 ± 2,3 mmHg. 
Weiterhin war der Mittelwert der letzten Woche bei den normoxischen Tieren 







eNOS Nox 1. Woche
eNOS Nox 6. Woche
eNOS CIH 1. Woche














Abbildung 3.1.13 b): Systolische Blutdrücke der eNOS KO Mäuse in der ersten und letzten Woche 
(eNOS CIH n=8, eNOS Nox n=8) ***p<0,001. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie 
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3.1.7.2 Diastolischer Blutdruck 
Ab Tag 7 bis hin zum Ende des Versuches zeigten die CIH-exponierten WT Mäuse 
im Vergleich zu den normoxischen WT Mäusen einen signifikanten Unterschied in 
der Entwicklung des diastolischen Blutdruckes (Abb. 3.1.14 a). 
 
Abbildung 3.1.14 a): Darstellung der Entwicklung des diastolischen Blutdrucks der WT Mäuse 
unter CIH. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
Punkte: Blutdruckwert der Tiere als Differenz zum Anfangswert; Linien und Balken: Mittelwert der 
Blutdruckwerte mit 95%-Konfidenzbereich.  
 
Der Blutdruckmittelwert aller normoxischen WT Mäuse betrug in der ersten Woche 
89,3 ± 0,9 mmHg und der Mittelwert der letzten Woche 92,2 ± 1,5 mmHg. Die CIH-
exponierten Mäuse zeigten in der ersten Woche einen Blutdruck von 90,2 ± 0,9 
mmHg und in der sechsten Woche einen signifikant höheren Mittelwert von 104,9 ± 
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Abbildung 3.1.14 b): Diastolische Blutdrücke der WT Mäuse in der ersten und letzten Woche (WT 
CIH n=10, WT Nox n=8) ***p<0,001. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
 
Bei den CIH-exponierten iNOS KO Mäusen war im Vergleich zu den normoxischen 
Kontrolltieren kein diastolischer Blutdruckanstieg zu beobachten (Abb. 3.1.15 a). 
 
Abbildung 3.1.15 a): Darstellung der Entwicklung des diastolischen Blutdrucks der iNOS KO 
Mäuse unter CIH. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie 
Punkte: Blutdruckwert der Tiere als Differenz zum Anfangswert; Linien und Balken: Mittelwert der 




Der diastolische Blutdruckmittelwert der normoxischen iNOS KO Mäuse betrug in 
der ersten Woche 92,1 ± 0,6 mmHg und in der letzten Woche 94,2 ± 2,1 mmHg. Die 
CIH-exponierten iNOS KO Mäuse zeigten in der ersten Woche einen 
Blutdruckmittelwert von 97,2 ± 0,8 mmHg und in der sechsten Woche einen Wert 
von 96,6 ± 2,6 mmHg. Weiterhin war der Blutdruck der normoxischen iNOS KO 
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Abbildung 3.1.15 b): Diastolische Blutdrücke der iNOS KO Mäuse in der ersten und letzten Woche 
(iNOS CIH n=8, iNOS Nox n=9) **p<0,01. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie 
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Die CIH-exponierten eNOS KO Mäuse zeigten im Vergleich zu den normoxischen 
Kontrolltieren zu Beginn der Studie (Tag 8-31) signifikante Unterschiede in der 
Blutdruckentwicklung. Bis Tag 21 war ein Anstieg des diastolischen Blutdruckes zu 
beobachten dem sich ein Blutdruckabfall anschloss. Die normoxischen eNOS KO 
Mäuse zeigten über den Zeitraum von drei Wochen einen leichten Abfall des 
diastolischen Blutdruckes dem, über weitere drei Wochen, ein Blutdruckanstieg 
folgte (Abb. 3.1.16 a). 
 
Abbildung 3.1.16 a): Darstellung der Entwicklung des diastolischen Blutdrucks der eNOS KO 
Mäuse unter CIH. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie 
Punkte: Blutdruckwert der Tiere als Differenz zum Anfangswert; Linien und Balken: Mittelwert der 
Blutdruckwerte mit 95%-Konfidenzbereich.  
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Alle eNOS KO Mäuse zeigten von Versuchsbeginn an einen erhöhten diastolischen 
Blutdruck verglichen mit den WT Tieren. Der diastolische Blutdruck der 
normoxischen eNOS KO Mäuse betrug in der ersten Woche 113,3 ± 1,2 mmHg und 
in der sechsten Woche 114,1 ± 2,3 mmHg. Die CIH-exponierten eNOS KO Mäuse 
zeigten in der ersten Woche einen Blutdruckmittelwert von 114,2 ± 1,3 mmHg und in 
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Abbildung 3.1.16 b): Diastolische Blutdrücke der eNOS KO Mäuse in der ersten und letzten Woche 
(eNOS CIH n=8, eNOS Nox n=8).  
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie 
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3.1.7.3 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) 
Die CIH-exponierten WT Mäuse zeigten im Vergleich zu den normoxischen WT 
Mäusen ab Tag 21 eine signifikant unterschiedliche Entwicklung des MAP. Bei den 
CIH-exponierten WT Mäusen war ab Tag 7 bis zum Ende des Versuches hin ein 
Anstieg des MAP zu erkennen. Bei den normoxischen WT Mäusen hingegen fiel der 
Blutdruck leicht auf das Niveau des Anfangswertes ab (Abb. 3.1.17 a). 
 
Abbildung 3.1.17 a): Darstellung der Entwicklung des MAP der WT Mäuse unter CIH. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
Punkte: Blutdruckwert der Tiere als Differenz zum Anfangswert; Linien und Balken: Mittelwert der 
Blutdruckwerte mit 95%-Konfidenzbereich.  
 
Der Blutdruckmittelwert aller normoxischen WT Mäuse betrug in der ersten Woche 
99,2 ± 0,8 mmHg und der Mittelwert der letzten Woche 99,6 ± 1,4 mmHg. Die CIH-
exponierten Mäuse zeigten in der ersten Woche einen Blutdruck von 100,3 ± 0,8 
mmHg und in der sechsten Woche einen signifikant höheren Mittelwert von 113,0 ± 
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Abbildung 3.1.17b): MAP der WT Mäuse in der ersten und letzten Woche (WT CIH n=10, WT Nox 
n=8) ***p<0,001.  
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
 
Bei den CIH-exponierten iNOS KO Mäusen war im Vergleich zu den normoxischen 
Kontrolltieren keine Veränderung im MAP zu beobachten (Abb. 3.1.18 a). 
 
Abbildung 3.1.18 a): Darstellung der Entwicklung des MAP der iNOS KO Mäuse unter CIH. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie 
Punkte: Blutdruckwert der Tiere als Differenz zum Anfangswert; Linien und Balken: Mittelwert der 
Blutdruckwerte mit 95%-Konfidenzbereich.  
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Der Blutdruckmittelwert der normoxischen iNOS KO Mäuse betrug in der ersten 
Woche 102,7 ± 0,6 mmHg und in der letzten Woche 100,1 ± 2,1 mmHg. Die CIH-
exponierten iNOS KO Mäuse zeigten in der ersten Woche einen Blutdruckmittelwert 
von 107,5 ± 0,7 mmHg und in der sechsten Woche einen Wert von 103,4 ± 2,8 
mmHg. Weiterhin war der Blutdruck der normoxischen iNOS KO Mäuse signifikant 







** iNOS Nox 1. Woche
iNOS Nox 6. Woche
iNOS CIH 1. Woche












Abbildung 3.1.18 b): MAP der iNOS KO Mäuse in der ersten und letzten Woche (iNOS CIH n=8, 
iNOS Nox n=9) **p<0,01. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie 
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Die CIH-exponierten eNOS KO Mäuse zeigten im Vergleich zu den normoxischen 
Kontrolltieren zu Beginn der Studie (Tag 8-29) signifikante Unterschiede in der 
Blutdruckentwicklung. Bis Tag 17-18 war ein geringer Anstieg des MAP zu 
beobachten dem sich ein starker Blutdruckabfall anschloss. Die normoxischen eNOS 
KO Mäuse zeigten über den Zeitraum von drei Wochen ein Abfall des diastolischen 
Blutdruckes, dem über weitere drei Wochen ein Blutdruckanstieg folgte (Abb. 3.1.19 
a).  
 
Abbildung 3.1.19 a): Darstellung der Entwicklung des MAP der eNOS KO Mäuse unter CIH. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie 
Punkte: Blutdruckwert der Tiere als Differenz zum Anfangswert; Linien und Balken: Mittelwert der 
Blutdruckwerte mit 95%-Konfidenzbereich.  
 
Alle eNOS KO Mäuse zeigten von Versuchsbeginn an einen erhöhten MAP (siehe 
Abb. 3.1.20). Der Blutdruck der normoxischen eNOS KO Mäuse betrug in der ersten 
Woche 126,7 ± 1,1 mmHg und in der sechsten Woche 124,5 ± 1,9 mmHg. Die CIH-
exponierten eNOS KO Mäuse zeigten in der ersten Woche einen Blutdruckmittelwert 
von 127,6 ± 1,3 mmHg und in der letzten Woche einen signifikant niedrigeren Wert 
von 118,7 ± 2,7 mmHg. Weiterhin war der Mittelwert der letzten Woche bei den 
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Abbildung 3.1.19 b): MAP der eNOS KO Mäuse in der ersten und letzten Woche (eNOS CIH n=8, 
eNOS Nox n=8) *p<0,05, **p<0,01. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie 
3.1.7.4 Mittlerer arterieller Blutdruck im Vergleich 
Wie bereits unter 3.1.10.1-3 erwähnt, zeigten die eNOS KO Mäuse zu Beginn der 
Studie sowie über die gesamten sechs Wochen einen signifikant höheren 
systolischen, diastolischen und mittleren arteriellen Blutdruck als die WT und iNOS 
KO Mäuse. Zur Verdeutlichung dieses Ergebnisses wurden die normoxischen 
Mittelwerte des MAPs aller drei Mauslinien, die während der ersten und letzten 
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Abbildung 3.1.20: Vergleichende Darstellung des MAP aller 3 Mauslinien (WT n=10, iNOS KO 
n=9, eNOS KO n=8) ***p<0,001. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
Ergebnisse 
 95 
3.1.7.5 Systolischer rechtsventrikulärer Druck (RVSP) 
Um Bestimmen zu können, ob die Mäuse unter CIH eine pulmonalen Hypertonie 
entwickeln, erfolgte nach sechswöchiger CIH- bzw. Normoxieexposition die Messung 
des RVSP. Dabei zeigten die CIH-exponierten WT Mäuse einen signifikant höheren 
RVSP (25,5 ± 0,5 mmHg) als ihre Kontrollen (23,4 ± 0,5 mmHg) wohingegen bei den 
eNOS KO Mäusen mit 25,3 ± 0,5 mmHg (Normoxie) und 24,5 ± 0,3 mmHg (CIH) 
kein signifikanter Unterschied zu erkennen war. Interessanterweise wiesen die iNOS 
KO Mäuse unter Normoxie einen erhöhten RVSP (25,6 ± 0,7 mmHg) auf, der sich 























Abbildung 3.1.21: Darstellung des RVSP aller 3 Mauslinien (WT Nox n=13, CIH n=15; iNOS Nox 
n=13, CIH n=12; eNOS je n=13) *p<0,05. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
3.2. Histologische Untersuchungen  
3.2.1. Morphometrische Analyse der Lungengefäße - Muskularisierungsgrad 
Während der 6 Wochen CIH-Exposition entwickelten die WT Mäuse eine 
hypoxieinduzierte pulmonale Hypertonie, erkennbar anhand der 
Rechtsherzhypertrophie und des erhöhten RVSP. Diese Veränderungen waren 
ebenfalls bei den eNOS KO Mäusen zu sehen, allerdings schon unter Normoxie. Die 
PH hat typischerweise einen Umbau der peripheren Lungengefäße zur Folge. Um 
den Grad dieses Remodelings beurteilen zu können und um zu sehen, welche 
Vorgänge bei den iNOS KO Mäusen vonstattengehen, wurde der 
Muskularisierungsgrad der pulmonalen Gefäße bestimmt. 
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Die Gefäße mit einem Durchmesser von 20-70 µm zeigten bei den CIH- exponierten 
Mäusen einen signifikant höheren Anteil an Teil- und Vollmuskularisierung (nur WT 
und iNOS KO Mäuse), verglichen mit den normoxischen Kontrolltieren der jeweiligen 
Gruppe. Außerdem waren in allen drei Mauslinien nach 6 Wochen CIH signifikant 
weniger nichtmuskularisierte Gefäße vorhanden als bei den Tieren, die 6 Wochen 
unter normoxischen Bedingungen lebten. Bei den CIH-exponierten iNOS KO Mäuse 
waren außerdem signifikant weniger voll- und teilmuskularisierte Gefäße sowie 
signifikant mehr nichtmuskularisierte Gefäße im Vergleich zu den CIH WT Mäusen 
zu beobachten. Die CIH eNOS KO Mäuse zeigten ebenfalls signifikant mehr 




MW ± SEM 
teilweise 
MW ± SEM 
voll 
MW ± SEM 
Nox WT 64,5 ± 1,8 27,6 ± 2,3 7,8 ± 1,3 
Nox iNOS 63,2 ± 2,4 29,1 ± 2,0 7,7 ± 1,2 
Nox eNOS 56,1 ± 3,5 32,1 ± 2,7 11,9 ± 1,3 
CIH WT 23,6 ± 3,7*** 57,3 ± 3,9*** 19,1 ± 2,4*** 
CIH iNOS 47,7 ± 2,8***### 39,7 ± 3,0* ### 12,6 ± 1,3# 
CIH eNOS 32,4 ± 2,0 ***† 50,9 ± 1,9*** 16,6 ± 1,3 
 
Tabelle 3.2.1: Prozentualer Muskularisierungsgrad der kleinen Lungengefäße (Ø 20 - 70 µm) von 
allen 3 Mauslinien (n=8) ***p<0,001, *p<0,05 Nox WT vs. CIH WT, Nox iNOS vs. CIH iNOS, Nox 
eNOS vs. CIH eNOS,  ###p<0,001 CIH WT vs. CIH iNOS, #p<0,05 CIH WT vs. CIH iNOS, 
†p<0,05 CIH WT vs. CIH eNOS. 


















































Abbildung 3.2.1: Darstellung des prozentualen Anteils nicht-, teil- und voll-muskularisierter kleiner 
Lungengefäße (Ø 20 – 70 µm) von allen 3 Mauslinien (n=8).  
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
3.2.2 Histologische Analyse des Herzens – Kollagengehalt  
Anhand des Kollagengehaltes der Gewebefasern ist es möglich, Aussagen über den 
Grad der Fibrose des Herzens und somit über die Entstehung einer maladaptiven 
Hypertrophie zu machen. Im Laufe der 6 Wochen CIH-Exposition entwickelte nur die 
eNOS KO Mäuse, im Falle des rechten Ventrikels, einen höheren Anteil an 
Kollagenfasern und somit auch einen höheren Grad der Fibrose. Weiterhin zeigten 
sowohl die normoxischen, als auch die CIH-exponierten eNOS KO Mäuse einen 
signifikant höheren Kollagenanteil, als die WT bzw. iNOS KO Mäuse (Tab. 3.2.2, 






(n=5-6) linker Ventrikel 
MW ± SEM  
rechter Ventrikel 
MW ± SEM 
Nox WT 0,39 ± 0,04 0,34 ± 0,03 
CIH WT 0,48 ± 0,05 0,38 ± 0,07 
Nox iNOS 0,52 ± 0,09 0,65 ± 0,09 
CIH iNOS 0,55 ± 0,08 0,76 ± 0,06 
Nox eNOS 1,08 ± 0,16** 1,04 ± 0,14** 
CIH eNOS 1,24 ± 0,17*** 1,48 ± 0,26** 
 
Tabelle 3.2.2: Prozentualer Kollagengehalt des linken und rechten Ventrikels von allen 3 
Mauslinien (WT n=5, KO je n=6) **p<0,01, ***p<0,001 Nox WT vs. Nox eNOS und CIH eNOS. 






















Abbildung 3.2.2: Darstellung des prozentualen Kollagengehaltes der linken Ventrikel in allen 3 
Mauslinien (WT n=5, KO je n=6)** p<0,01, ***p<0,001. 
























Abbildung 3.2.3: Darstellung des prozentualen Kollagengehaltes der rechten Ventrikel in allen 3 
Mauslinien (WT n=5, KO je n=6) *p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
3.3 Echokardiographische Untersuchungen 
Hierbei wurden mehrere Parameter erhoben, um Aussagen über die Pumpfunktion 
und Kontraktilität des Herzens machen zu können. Angegeben sind die Messwerte 
nach 6 Wochen Normoxie bzw. CIH. Eine genaue Beschreibung der Parameter ist in 
Kapitel 2.2.2 zu finden. 
3.3.1 Cardiac output (CO) und cardiac index (CI) 
Das Herzminutenvolumen (cardiac output, CO) wurde ermittelt, um Veränderungen 
der Pumpleistung des Herzens unter CIH zu ermitteln. Der cardiac index (CI) wurde 
errechnet, um Verfälschungen aufgrund des unterschiedlichen Körpergewichtes 
ausschließen zu können. Bei den eNOS KO Mäuse war nach 6 Wochen CIH ein 
signifikant geringerer CO und CI festzustellen, wohingegen bei den anderen 









MW ± SEM        n  
cardiac index 
(ml/min/KGW) 
MW ± SEM            n 
Nox WT 23,4 ± 2,0          7 0,91 ± 0,06            6 
CIH WT 19,5 ± 1,1          7 0,75 ± 0,05            7  
Nox iNOS 22,5 ± 1,9          6  0,82 ± 0,06            6 
CIH iNOS 21,2 ± 0,8          6 0,86 ± 0,03            6 
Nox eNOS 20,3 ± 1,9          6 0,80 ± 0,07            6 
CIH eNOS 12,3 ± 0,8          6 0,54 ± 0,03            6 
 
Tabelle 3.3.1: Herzminutenvolumen (CO, cardiac output) und Herzindex (CI, cardiac index) im 
Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie.  








































































Abbildung 3.3.1: Endpunktmessung des Herzminutenvolumen (CO, cardiac output) und Herzindex 
(CI, cardiac index) im Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie **p<0,01. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J, ml=Milliliter, min=Minute, 
KGW=Körpergewicht 
3.3.2 Ejection fraction (EF) - systolische Funktion des linken Ventrikels 
Die ejection fraction oder Auswurffraktion ist ebenfalls ein Maß für die Pumpfunktion 
des Herzens und wird für den linken Ventrikel berechnet. Die eNOS KO Mäuse 
zeigten nach 6 Wochen CIH eine signifikant geringere linksventrikuläre 
Auswurfleistung, wohingegen bei den anderen Gruppen keine Veränderung der 








MW ± SEM            n 
Nox WT 64,0 ± 2,8               7 
CIH WT 62,3 ± 3,0               7 
Nox iNOS 66,9 ± 2,0               6 
CIH iNOS 65,6 ± 2,4               6 
Nox eNOS 64,7 ± 1,4               7 





































Tabelle 3.3.2: Werte der systolischen Funktion des linken Ventrikels (EF, ejection fraction) im 
Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie. 
Abbildung 3.3.2: Endpunktmessung der systolischen Funktion des linken Ventrikels (EF, ejection 
fraction) im Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie ***p<0,001. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J, LV=linker Ventrikel 
3.3.3 LV/ RV peak systolic velocity - systolische Funktion des Herzens 
Die eNOS KO Mäuse zeigten nach 6 Wochen CIH einen signifikant geringeren LV 
und RV peak systolic velocity-Wert, wohingegen bei den anderen Gruppen keine 
Veränderung der Herzfunktion zu beobachten war (Tab. 3.3.3, Abb. 3.3.3). 
peak systolic velocity (cm/sec)  
Gruppe linker Ventrikel 
MW ± SEM            n  
rechter Ventrikel 
MW ± SEM            n 
Nox WT 15,1 ± 0,4              6 15,2 ± 0,6              6 
CIH WT 14,9 ± 0,4              7 14,2 ± 0,5              7  
Nox iNOS 14,5 ± 0,5              5  15,3 ± 0,8              5 
CIH iNOS 15,6 ± 0,5              6 15,9 ± 0,4              6 
Nox eNOS 14,4 ± 0,7              6 14,2 ± 0,5              6 
CIH eNOS 11,5 ± 0,8              5 12,1 ± 0,4              6 
 
Tabelle 3.3.3: Werte der peak systolic velocity des linken (LV) und rechten (RV) Herzens im Modell 
der chronisch intermittierenden Hypoxie. 


















































































Abbildung 3.3.3: Endmessung der peak systolic velocity des linken (LV S‘) bzw. rechten Ventrikels 
(RV S‘) im Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J, cm=Zentimeter, 
sec=Sekunde 
3.3.4 TAPSE – systolische Funktion des rechten Ventrikels 
Die TAPSE (tricuspid annular plane systolic excursion) wurde zur Analyse der 
systolischen Funktion des rechten Ventrikels bestimmt. Nach 6 Wochen CIH zeigten 
die eNOS KO Mäuse eine signifikant verminderte systolische Funktion des rechten 
Ventrikels, welche weder bei den WT Mäusen noch bei den iNOS KO Mäusen 




MW ± SEM            n 
Nox WT 1,46 ± 0,03            7 
CIH WT 1,29 ± 0,03            7 
Nox iNOS 1,46 ± 0,02            6 
CIH iNOS 1,47 ± 0,02            6 
Nox eNOS 1,35 ± 0,09            7 





































Tabelle 3.3.4: Werte der systolischen Funktion des rechten Ventrikels (TAPSE, tricuspid annular 
plane systolic excursion) im Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie. 
Abbildung 3.3.4: Endpunktmessung der systolischen Funktion des rechten Ventrikels (TAPSE) im 
Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J, mm=Millimeter 
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3.3.5 IVRT – diastolische Funktion des Herzens 
Die IVRT (isovolumic relaxation time) dient der Analyse der diastolischen Funktion 
des linken und rechten Ventrikels. Nach 6 Wochen CIH war sowohl bei den WT 
Mäusen, als auch bei den eNOS KO Mäusen eine signifikant verminderte 
diastolische Herzfunktion zu beobachten, wohingegen die iNOS KO Mäuse keine 
Veränderung zeigten. Außerdem war schon bei den normoxischen eNOS KO 
Mäusen eine signifikante Herabsetzung der links- und rechtsventrikulären 
diastolischen Herzfunktion zu sehen, die unter CIH keine weitere Veränderung 
erkennen ließ (Tab. 3.3.5, Abb. 3.3.5). 
isovolumic relaxation time (%)  
Gruppe linker Ventrikel 
MW ± SEM            n  
rechter Ventrikel 
MW ± SEM            n 
Nox WT 13,7 ± 1,0               5 13,9 ± 0,8              6 
CIH WT 17,6 ± 1,2               7 18,0 ± 1,7              7  
Nox iNOS 13,8 ± 0,6               5  13,3 ± 0,4              5 
CIH iNOS 12,6 ± 0,6               6 13,4 ± 0,2              6 
Nox eNOS 19,2 ± 1,2               6 17,9 ± 0,9              5 
CIH eNOS 19,6 ± 0,8               5 18,1 ± 1,0              6 
 
Tabelle 3.3.5: Werte der diastolischen links (LV)- und rechtsventrikulären (RV) Funktion (IVRT, 
isovolumic relaxation time) im Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie. 

















































































Abbildung 3.3.5: Endpunktmessung der diastolischen Funktion der linken (LV) und rechten 
Ventrikel (RV) (IVRT, isovolumic relaxation time) im Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
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3.3.6 LV E’/A’ peak diastolic velocities - diastolische Funktion des linken 
Ventrikels 
Der LV E’ (early) and A’ (late) peak diastolic velocities ratio ist ein Parameter der 
dazu dient, die diastolische Funktion des linken Ventrikels (LV) zu bestimmen. Nach 
6 Wochen CIH zeigten sowohl die WT Mäuse als auch die eNOS KO Mäuse eine 
signifikant verminderte diastolische Funktion des linken Ventrikels, wohingegen bei 
den iNOS KO Mäusen keine Veränderung festzustellen war. Außerdem war schon 
bei den normoxischen eNOS KO Mäusen eine signifikante Herabsetzung der 





MW ± SEM            n 
Nox WT 1,51 ± 0,07             7 
CIH WT 0,98 ± 0,11             7 
Nox iNOS 1,41 ± 0,06             6 
CIH iNOS 1,37 ± 0,05             6 
Nox eNOS 1,10 ± 0,15             7 






































Tabelle 3.3.6: Werte der diastolischen Funktion des linken Ventrikels (LV E’ (early) and A’ (late) 
peak diastolic velocities ratio) im Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie. 
Abbildung 3.3.6: Endpunktmessung der diastolischen Funktion des linken Ventrikels (LV E’ (early) 
and A’ (late) peak diastolic velocities ratio) im Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie 
*p<0,05, **p<0,01. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
3.3.7 MPI – globale Funktion des Herzens 
Der MPI (myocardial performance index) dient der Darstellung der globalen Funktion 
des Herzens. Nach 6 Wochen CIH zeigten sowohl die WT Mäuse als auch die eNOS 
KO Mäuse eine signifikant verminderte globale Herzfunktion, wohingegen bei den 
iNOS KO Mäusen keine Veränderung festzustellen war. Außerdem war schon bei 
den normoxischen eNOS KO Mäusen eine signifikante Herabsetzung der 




myocardial performance index  
Gruppe linker Ventrikel 
MW ± SEM            n  
rechter Ventrikel 
MW ± SEM            n 
Nox WT 0,75 ± 0,04            5 0,72 ± 0,05            6 
CIH WT 0,92 ± 0,03            7 1,01 ± 0,07            7 
Nox iNOS 0,70 ± 0,04            5  0,67 ± 0,04            5 
CIH iNOS 0,66 ± 0,02            6 0,79 ± 0,02            6 
Nox eNOS 0,97 ± 0,04            6 0,90 ± 0,05            6 
CIH eNOS 1,20 ± 0,06            5 1,10 ± 0,07            6 
 
Tabelle 3.3.7: Werte der linken und rechten globalen Funktion des Herzens (MPI, myocardial 
performance index) im Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie. 
























































































Abbildung 3.3.7: Endmessung der globalen Funktion des linken (LV) bzw. rechten Ventrikels (RV) 
(MPI, myocardial performance index) im Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001. 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
3.3.8 Zusammenfassung der echokardiographischen Befunde 
Bei den WT Mäusen war die diastolische Funktion des Herzens nach 6 Wochen CIH 
sowohl links-, als auch rechtsventrikulär herabgesetzt. Im Falle der CIH- exponierten 
eNOS KO Mäuse zeigte sich eine verschlechterte systolische und diastolische 
Herzfunktion. Diese diastolische Funktionsminderung war auch bei den eNOS KO 
Mäusen zu sehen die unter normoxischen Bedingungen gehalten wurden. Die 
Herzfunktion der iNOS KO Mäuse blieb unter CIH vollständig erhalten.  
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3.4. Molekularbiologische Untersuchungen 
3.4.1 Genexpression von eNOS und iNOS in WT Mäusen  
Zu Beginn der molekularbiologischen Untersuchungen wurde mittels RT-PCR- 
Analyse ein Screening der entnommenen Gewebe durchgeführt um einen Einblick in 
die Expression und Regulation der zu untersuchenden Gene zu bekommen. Hierbei 
wurden sowohl Proben von Mäusen, die einen Blutdruckkatheter implantiert hatten 
als auch von Tieren, die keinen solchen Katheter erhielten analysiert um Einflüsse 
der Implantation (vor allem bei den Gefäßen und der A. femoralis im Besonderen) 
auszuschließen. 
3.4.1.1 Lunge 
Im Lungenhomogenat der WT Mäuse zeigte sich keine Änderung der eNOS- bzw. 


































Abbildung 3.4.1: Darstellung der Genexpression von iNOS und eNOS in Lungenhomogenat von 
WT Mäusen im Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie (Nox n=14, CIH n=11) 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 





Im Vergleich zu den normoxischen Kontrollen war im linken Ventrikel nach 
sechswöchiger CIH-Exposition ebenfalls keine Regulation der Gene iNOS und 
eNOS zu sehen (Abb. 3.4.2 a). Der rechte Ventrikel hingegen zeigte eine signifikant 
niedrigere Expression, beide Gene betreffend (Abb. 3.4.2 b). 
 


































































Abbildung 3.4.2: Darstellung der Genexpression von iNOS und eNOS im Homogenat des linken (a) 
und rechten (b) Ventrikels von WT Mäusen im Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie  
a) Nox n=8, CIH n=7, b) alle n=5, *p<0,05, ***p<0,001.  
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
Boxen: Perzentil=25 und 75; Querbalken=Median; Whiskers: Perzentil=0 und 100 
 
3.4.1.3 Gefäße 
Weder bei der A. renalis noch bei der A. pulmonalis war eine Genregulation von 
iNOS oder eNOS detektierbar. Wohingegen sowohl die Aorta, als auch die A. carotis 
und die A. femoralis einen signifikanten Unterschied der iNOS bzw. eNOS-
Expression nach sechswöchiger CIH zeigten (Abb. 3.4.3 a-e). 
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Tabelle 3.4.3: Darstellung der Genexpression von iNOS und eNOS im Gefäßhomogenat von WT 
Mäusen im Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie.  
a) Aorta ***p<0,001 Herunterregulation der Genexpression von iNOS (jeweils n=13-14), 
b) A. carotis **p<0,01 Hochregulation der Genexpression von eNOS (Nox n=8-9, CIH n=6-11), 
c) A. femoralis **p<0,01 , ***p<0,001 Hochregulation der Genexpression von iNOS und eNOS (Nox 
n=10, CIH n= 6-11), 
d) A. pulmonalis (Nox= n=9, CIH n=6-9), 
e) A. renalis (Nox n=9-10, CIH n=10-11). 
 Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
Boxen: Perzentil=25 und 75; Querbalken=Median; Whiskers: Perzentil=0 und 100 
3.4.2 Proteinexpression von eNOS und iNOS in WT Mäusen  
Die Proteinexpression von eNOS und iNOS im Gewebehomogenat der WT Mäuse 
wurde mittels Westernblot-Verfahren bestimmt. Die Proteinmenge des 
Lungenhomogenates wurde zu β-Aktin und die des linken bzw. rechten 
Ventrikelhomogenats zu α-Tubulin normalisiert. 
3.4.2.1 Lunge 
Im Lungenhomogenat der WT Mäuse war weder für iNOS (a) noch für eNOS (b) 
eine Änderung der Proteinexpression unter CIH zu erkennen (Abb. 3.4.4).  
a) 
































































Abbildung 3.4.4: Darstellung der Proteinexpression von eNOS und iNOS im Lungenhomogenat der 
WT Mäuse im Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie. a) und b) alle n=5 
Nox=Normoxie, CIH=chronisch intermittierende Hypoxie, WT=C57BL/6J 
3.4.2.2 Herz 
Die Expression von eNOS und iNOS im Herzen war bei den WT Mäusen, die sechs 
Wochen unter CIH gehalten wurden signifikant erhöht. Dies galt sowohl für den 



































































Abbildung 3.4.5: Darstellung der Proteinexpression von eNOS und iNOS im Homogenat des linken 
Ventrikels der WT Mäuse im Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie. 
a) WT n=8, CIH n=10, ***p<0,001 WT Nox vs. WT CIH. Hochregulation der iNOS-
Proteinexpression. 
b) WT n=8, CIH n=9, *p<0,05 WT Nox vs. WT CIH. Hochregulation der eNOS-Proteinexpression  










































































Abbildung 3.4.6: Darstellung der Proteinexpression von eNOS und iNOS im Homogenat des 
rechten Ventrikels der WT Mäuse im Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie.  
a) n=5 *p<0,05 WT Nox vs. WT CIH. Hochregulation der iNOS-Proteinexpression. 
b) n=5  














4.1 Wahl des Tiermodells 
Das OSAS stellt eine ernsthafte Erkrankung des Menschen dar, die mit 
schwerwiegenden Veränderungen des Herzkreislaufsystems, darunter der 
Entwicklung einer arteriellen und pulmonalen Hypertonie einhergeht. Die 
Pathogenese des systemischen Blutdruckanstiegs ist von einem komplexen 
Zusammenspiel unterschiedlicher Faktoren und deren Einfluss auf vielfältige 
Körperfunktionen abhängig. Deshalb ist eine Erforschung dieser Zusammenhänge 
anhand von Zellkulturversuchen nicht möglich, sondern muss am Ganztier 
geschehen. Hierbei bietet sich die Maus als Versuchstier an, da zum einem das 
Genom dieser Tierart vollständig sequenziert und damit bekannt ist und zum anderen 
eine Vielzahl von genetisch veränderten Varianten für die Maus zur Verfügung 
stehen.  
4.1.1 Chronische intermittierende Hypoxie  
In dieser Arbeit wurde zur Nachstellung des OSAS und dessen Folgeerkrankungen 
das Mausmodell der chronisch intermittierenden Hypoxie verwendet, wobei Mäuse 
tagsüber 8 Stunden exponiert und nachts unter normoxischen Bedingungen gehalten 
wurden. Dabei muss beachtet werden, dass Mäuse nocturnale Tiere sind und somit 
die Exposition in ihrer Nachtphase, jedoch Schlaf-unabhängig durchgeführt wurde.  
Wie bereits in 1.5.1 beschrieben stehen mehrere unterschiedliche Tiermodelle zur 
Untersuchung des OSAS zur Verfügung, wobei die CIH das am häufigsten 
verwendete Modell ist (Jun 2007; Jun 2009; Drager 2010). 
Ein Vorteil dieses Modells ist, dass es nichtinvasiv ist (Jun 2007), dass eine große 
Anzahl an Tieren exponiert werden kann (Drager 2010) und dass der technische 
Aufwand gering bleibt (Lee 2009). Zudem konnte schon anhand mehrerer Studien 
gezeigt werden, dass das Modell der CIH die pathophysiologischen Vorgänge des 
OSAS, darunter arterielle Hypertonie (Fletcher 1992), Herzfunktionsstörungen 
(Chen 2005), Insulinresistenz (Iiyori 2007), Hyperlipidämie (Li 2005) und 
Arteriosklerose (Savransky 2007) zuverlässig abbildet (Lee 2009). 
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Die Limitation dieses Modells besteht darin, dass es keine Obstruktion der oberen 
Atemwege herbeiführt. Daher können weder die damit einhergehende Hyperkapnie 
noch die intrathorakalen Druckschwankungen und deren Einflüsse auf das 
Herzkreislaufsystem erforscht werden. Weiterhin zeigen die Tiere, bei Schlaf-
unabhängiger Exposition weder eine Schlaffragmentation noch Arousals, welche 
zwei wichtige Faktoren bei der Entstehung des OSAS und dessen 
Begleiterscheinungen darstellen (Lee 2009). Das Modell der Schlaffragmentation bei 
Tieren, welches Arousals erzeug, ist jedoch ebenfalls dahingehen limitiert, dass die 
Arousals nicht sicher über einen längeren Zeitraum reproduzierbar sind. Dadurch 
stellt sich die Frage, ob der Reiz, welcher zur Weckreaktion führt, auch über eine 
lange Zeitspanne effektiv ist (Jun 2007). 
Einen weiteren limitierenden Faktor stellt die Tatsache dar, dass viele 
Arbeitsgruppen unterschiedliche Sauerstoffkonzentrationen unter Hypoxie und 
unterschiedlich lange Normoxie- bzw. Hypoxiephasen anwenden, was eine 
Vergleichbarkeit der Ergebnisse unterschiedlicher Studien erschwert (Lee 2009).  
Für die vorliegende Arbeit wurde ein Zyklus von 60 sec Normoxie und 60 sec 
Hypoxie über 8 Stunden sowie eine Sauerstoffkonzentration von 6-7% gewählt. 
Beide Parameter liegen in einem mittleren Bereich der Werte, die laut Literatur in 
anderen Arbeitsgruppen verwendet wurden. Diese liegen bei 30-120 sec 
Hypoxie/Normoxie und einer Sauerstoffkonzentration von 3-10% (Jun 2007; Drager 
2010). Entscheidend für die Wahl dieser Werte war die Sauerstoffsättigung bzw. die 
Entsättigung des Blutes der Mäuse unter Hypoxie. Patienten, die unter OSAS leiden 
zeigen eine nächtliche Sauerstoffsättigung von einem Minimalwert von 66% (Bradley 
1985), 69 ± 12% (Mediano 2007), bzw. 75% (Louis 2009). In der vorliegenden 
Studie nahm der Minimalwert der Sauerstoffsättigung unter Hypoxie bei allen 3 
Mauslinien einen Wert an, der mit 53-57% etwa im Bereich dieser 
Sauerstoffsättigungswerte bei humanen Patienten mit OSAS liegt. Es muss 
allerdings in Betracht gezogen werden, dass die Tiere unter Narkose 
(Ketamin/Xylazin) gemessen wurden und dass die Sättigungswerte speziesabhängig 
unterschiedlich ausfallen können. So war der normoxische Wert mit 93-94% etwas 
unter dem Wert des Menschen mit 98% (Louis 2009). Der CIH Zyklus mit jeweils 60 
sec Normoxie und Hypoxie stellt 30 Entsättigungen pro Stunde nach und generiert 
somit eine (mittel-) schwere Form des OSAS (entsprechend einem ODI=30, s. 
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Kapitel 1.1.1). Eine Dauer der Exposition von 8 Stunden am Tag wurde gewählt, da 
diese Zeit der durchschnittlichen Schlafdauer eines erwachsenen Menschen 
entspricht (Borbély 1998, Ausgabe für das Internet). Bisher wurde dieses Tiermodell 
vor allem bei Ratten erfolgreich verwendet (Fletcher 1992). Mäuse sind in letzter Zeit 
in den Fokus der Forschung gerückt, da sie, aufgrund des vollständig 
entschlüsselten Genoms, den Vorteil der Verwendung von knockout- oder 
genüberexprimierenden-Tieren haben und somit die Erforschung der 
pathophysiologischen Vorgänge ermöglichen (Tagaito 2001; Eisele 2006). Somit 
existierte vor der Etablierung eines Mausmodells zur Nachstellung der Schlafapnoe 
kein Modell, das die Untersuchung der molekularen Grundlagen anhand von 
Genknockout oder Genüberexpression erlaubte. Zusammenfassend lässt sich 
sagen, dass das Tiermodell der CIH das am besten beschriebene Modell für das 
OSAS ist, und geeignet, die pathophysiologischen Mechanismen des OSAS 
nachzustellen und zu erforschen (Jun 2007; Lee 2009). Allerdings können anhand 
des CIH-Modells nicht alle Symptome des OSAS (Obstruktion, Arousal) generiert 
werden und somit ist bei diesem murinen Modell wie auch bei jedem anderen 
Tiermodell eine Übertragung auf den Menschen limitiert. 
4.2. Physiologische Effekte der CIH auf die WT, iNOS KO und eNOS 
KO Mäuse 
4.2.1 Auswirkungen der CIH auf die Gewichtsentwicklung 
Alle Mäuse zeigten nach sechswöchiger CIH-Exposition eine geringere 
Gewichtszunahme (WT) bzw. eine Gewichtsabnahme (KO) verglichen mit den 
jeweiligen normoxischen Kontrolltieren. Außerdem war die Gewichtzunahme bei den 
WT Mäusen höher als bei den KO Tieren. Dies lässt sich dadurch erklären, dass das 
Durchschnittsgewicht der WT Tiere zu Beginn des Experiments etwas unter dem 
Durchschnittsgewicht der KO Mäuse lag. Nichtsdestotrotz ist die Differenz zwischen 
dem Gewicht der normoxischen und dem Gewicht der CIH-exponierten Tiere am 
Ende des Versuches mit ca. 11% gleich. 
Eine mögliche Ursache dafür, dass die Tiere unter CIH eine geringere 
Gewichtszunahme oder eine Gewichtsabnahme zeigen, kann in der Belastung 
liegen, die die Hypoxie bei diesen Tieren hervorruft und die in einer verminderten 
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Wasser- und Futteraufnahme gipfelt. Dieses Phänomen war auch schon in anderen 
Studien bei Mäusen (Jun 2008) oder Ratten (Singh 1993), welche intermittierender 
Hypoxie ausgesetzt waren zu beobachten. Dies bestätigte auch eine weitere Studie 
von Li et al., bei der CIH ebenfalls mit einer Gewichtsabnahme aufgrund einer 
geringeren Futteraufnahme bei Mäusen einherging (Li 2007). Ähnliche 
Erscheinungen können auch beim Menschen beobachtet werden, was zu der 
Annahme führte, dass Hypoxie zur Unterdrückung des Hungers und zu einem 
Fettverlust führt und somit einen neuen Ansatz in der Therapie der Adipositas beim 
Menschen darstellen könnte (Quintero 2010; Urdampilleta 2012). 
4.2.2 Auswirkungen der CIH auf den Hämatokrit 
Nach 6 Wochen war bei allen CIH-exponierten Mäusen ein signifikanter Anstieg des 
Hämatokrits zu beobachten. Hierbei handelt es sich um einen physiologischen 
Adaptationsmechanismus, bei dem zum einen mittels einer Diurese das 
Plasmavolumen verringert wird. Zum anderen kommt es zu einer Steigerung der 
Erythropoese was eine Erhöhung der Hämoglobinkonzentration zur Folge hat. 
Dadurch wird die Sauerststofftransportkapazität erhöht um den durch die Hypoxie 
verursachten Sauerstoffmangel zu antagonisieren (Woods 2011).  
4.2.3 Auswirkungen der CIH auf die Entwicklung einer arteriellen und 
pulmonalen Hypertonie sowie einer Herzhypertrophie 
Für das OSAS des Menschen ist bekannt, dass es mit einer arteriellen Hypertonie 
und daraus resultierendem Linksherzversagen einhergeht. Seit einiger Zeit ist auch 
bekannt, dass diese Erkrankung nicht nur zu Veränderungen am linken Herzen, 
sondern auch zu Rechtsherzhypertrophie führen kann (Berman 1991; Noda 1995; 
Kober 1996). 
Bei den Mäusen der vorliegenden Studie war die Ratio des linken Ventrikels zum 
Körpergewicht als Maß für die Linksherzhypertrophie bzw. das Verhältnis des 
Herzgewichtes zum Körpergewicht nur bei den eNOS KO Mäusen signifikant 
verändert. So war für beide Ratios sowohl bei den normoxischen als auch bei den 
CIH-exponierten eNOS KO Mäusen ein signifikant höherer Wert, als bei den WT und 
iNOS KO Mäusen zu sehen, die im Vergleich mit ihren Kontrollen keinerlei 
Veränderung der Ratios unter CIH zeigten. Eine Rechtsherzhypertrophie, gemessen 
anhand der Ratio von rechtem Ventrikel zu linkem Ventrikel plus Septum war nach 
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sechswöchiger CIH nur bei den WT Mäusen festzustellen. Weder die iNOS KO 
Mäuse noch die eNOS KO Mäuse zeigten einen solchen Anstieg der Ratio unter den 
Bedingungen der CIH. Eine Bestimmung der Ratio von rechtem Ventrikel zu 
Körpergewicht führte zu davon abweichenden Ergebnissen die 
Rechtsherzhypertrophie der eNOS KO Tiere betreffend. Hier zeigten diese Mäuse 
sowohl unter Normoxie als auch unter CIH eine signifikante Erhöhung der Ratio, 
verglichen mit den WT Mäusen. Dies lässt sich dadurch erklären, dass diese Tiere 
ein vergrößertes linkes Herz haben, wodurch die Aussagekraft der Ratio von rechtem 
Ventrikel zu linkem Ventrikel plus Septum in Bezug auf die Rechtsherzhypertrophie 
an Wert verliert. Im Unterschied dazu war bei den iNOS KO Mäusen keine 
Hypertrophie des rechten oder linken Ventrikels zu erkennen. Dies bedeutet, dass 
diese Tiere auf den Reiz der CIH nicht mit einer Hypertrophie des Herzen reagieren. 
Das lässt wiederum darauf schließen, dass eine Deletion von iNOS einen positiven 
Effekt auf das kardiale Remodeling hat. 
Diese Ergebnisse wurden auch durch die terminale Messung des RVSP der Mäuse 
bestätigt. Hier zeigten die CIH-exponierten WT Mäuse im Gegensatz zu der 
normoxischen Gruppe einen signifikanten Anstieg des RVSP. Bei den eNOS KO 
Mäusen war, verglichen mit den normoxischen WT Mäusen bereits unter Normoxie 
eine signifikante Erhöhung des RVSPs zu sehen, der unter CIH allerdings nicht 
weiter Anstieg, sondern einen geringen, nichtsignifikanten Abfall zeigte. 
Interessanterweise zeigten die normoxischen iNOS KO Mäuse einen erhöhten 
RVSP, der nach sechswöchiger CIH-Exposition signifikant auf das Niveau der 
normoxischen WT Mäuse abfiel. Dieser erhöhte normoxische RVSP konnte auch 
schon tendenziell in einer anderen Studie bei einem Mausmodell der 
zigarettenrauchinduzierten COPD beobachtet werden (Seimetz 2011). Eine 
Erklärung für dieses Phänomen ist anhand der gewonnen Daten jedoch nicht 
möglich und bedarf weiterer Forschung. 
Der Druckanstieg im rechten Ventrikel und die daraus resultierende 
Rechtsherzhypertrophie, welche die WT und eNOS KO Mäuse zeigten ist eine häufig 
beobachtete Erscheinung im Tiermodell der CIH. So konnte dieser Mechanismus 
schon in anderen Studien bei Mäusen (Fagan 2001a; Fagan 2001b; Campen 2005) 
und Ratten (McGuire 2001) beobachtet werden. Dieser Effekt kann dadurch erklärt 
werden, dass es aufgrund der CIH zu einer hypoxiebedingten pulmonalen 
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Vasokonstriktion und zum vaskulären Remodeling kommt (Campen 2005). Dies führt 
zu einer Steigerung der rechtsventrikulären Nachlast, welche durch eine Erhöhung 
der pulmonalen Resistance bei gleichzeitig erniedrigter Compliance hervorgerufen 
wird. Die Reaktion des rechten Ventrikels auf diese Vorgänge besteht aus einer 
kompensatorischen Hypertrophie, welche bei Fortbestehen des Stimulus in einer 
terminalen Rechtsherzdekompensation gipfeln kann (Stenmark 2006b; Schermuly 
2011).  
Die Hypertonie der CIH-exponierten WT Mäuse in dieser Studie war nicht mit einer 
Hypertrophie des linken Herzens verknüpft. Ähnliche Ergebnisse zeigte auch eine 
Studie von Fagan an Mäusen (Fagan 2001a), wohingegen bei Studien mit Ratten oft, 
aber nicht immer, eine Linksherzhypertrophie als Begleiterscheinung der Hypertonie 
bei CIH auftrat. Dies führte zu der Hypothese, dass der Stimulus, welcher zur 
Linksherzhypertrophie führt, nicht die erhöhte Nachlast, sondern die intermittierende 
Hypoxie selbst ist (McGuire 2001; Campen 2005). Darüber hinaus kann die 
Entstehung einer linksventrikulären Hypertrophie beim OSAS des Menschen durch 
die dabei auftretenden intrathorakalen Druckschwankungen begünstigt werden 
(Damy 2011). Dieser Mechanismus ist beim Mausmodell der CIH nicht gegeben, da 
keine Obstruktion der Atemwege vorliegt. Weiterhin ist es möglich, dass die 
Abweichung in der Reaktion auf den Stimulus der CIH infolge von Spezies- oder 
sogar Stammunterschieden hervorgerufen wird, weshalb hier noch forschungsbedarf 
besteht (Fagan 2001a). Für stammspezifische Unterschiede sprechen auch die 
Ergebnisse der vorliegenden Studie für die eNOS KO Mäuse, die zusätzlich zu einer 
Rechtsherzhypertrophie bereits unter Normoxie eine linksventrikuläre Hypertrophie 
entwickeln. Eine mögliche Erklärung hierfür ist, dass die Tiere diese kardiale 
Veränderung infolge des knockouts entfalten. Dafür sprechen zum Beispiel die 
Ergebnisse einer Studie von Shibata et al., die bei eNOS KO Mäusen eine spontane 
Linksherzhypertrophie mit assoziierter diastolischer Dysfunktion des Herzens und 
Hypertonie beobachtet haben (Shibata 2010).  
Ab einem Zeitraum von 2-3 Wochen CIH-Exposition zeigten die WT Mäuse, 
verglichen mit ihren Kontrollen einen Anstieg des systolischen und mittleren 
arteriellen Blutdrucks vom Anfangswert. Der diastolische Blutdruck war bereits am 1. 
Tag des Versuches erhöht und stieg im Laufe des Experiments kontinuierlich weiter 
an. Interessanterweise zeigten sowohl die normoxischen als auch die CIH-
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exponierten eNOS KO Mäuse zu Beginn der Studie einen signifikant höheren 
Blutdruck (siehe Kapitel 3.1.10.4) als die anderen beiden Mauslinien, der trotz des 
Blutdruckabfalls (vor allem des systolischen Blutdruckes) dieser Mäuse bis zum 
Ende der Studie erhalten blieb. Dieser Hypertonus der eNOS KO Mäuse ist auch 
schon bei anderen Studien beobachtet worden und ist ein Effekt, der infolge des 
knockouts der endothelialen NO-Synthase auftritt und anhand des Fehlens des von 
eNOS gebildeten NO erklärt werden kann (Van Vliet 2003; Balligand 2009; Shibata 
2010). Erstaunlicherweise zeigten die eNOS KO Mäuse, der Hypothese dieser Arbeit 
entgegen, zum Versuchsende keinen höheren Blutdruck als die Tiere ihrer 
Kontrollgruppe. Stattdessen war ein Blutdruckabfall, besonders des systolischen 
Blutdruckes zu erkennen. Allerdings ging dem Blutdruckabfall der CIH-exponierten 
eNOS KO Mäuse ein leichter Anstieg des Blutdruckes (insbesondere des 
diastolischen Blutdruckes) voraus. Um dieses Phänomen erklären zu können muss 
der Regelkreis des Blutdruckes genauer betrachtet werden. Ein erhöhter Blutdruck 
bewirkt eine Erhöhung der Nachlast, mit Auswirkungen auf das Schlagvolumen, 
welche eine Senkung des CO zur Folge hat, welche wiederum den Blutdrucks 
verringert (Schneider 2008).  
Die Ergebnisse der echokardiographischen Untersuchungen der eNOS KO Mäuse 
zeigen eine enorme (um ca. 40% reduzierte) Beeinträchtigung des CO unter den 
Bedingungen der sechswöchigen CIH, welche unter Normoxie nicht feststellbar ist. 
Dies legt die Vermutung nahe, dass die Tiere nach ca. 2-3 Wochen CIH-Exposition 
keinen weiteren Blutdruckanstieg zeigen, weil der CO auffallend stark reduziert ist 
und somit zu einer Hypotonie anstatt einer Hypertonie führt. Leider wurden zu 
diesem Zeitpunkt keine echokardiographischen Untersuchungen durchgeführt, 
wodurch diese Annahme nicht anhand von Daten bestätigt werden kann. Die 
Tatsache, dass die normoxischen eNOS KO Mäuse genauso wie die normoxischen 
WT und iNOS KO Mäuse bei normalem CO ebenfalls einen systolischen 
Blutdruckabfall zeigen, ist jedoch anhand des Regelkreises nicht erklärbar und 
bedarf weiterer Forschung. Da dieses Phänomen bei allen drei Mauslinien auftritt 
handelt es sich womöglich um eine adaptive Reaktion auf das Handling und Messen 
dieser Mäuse. 
Abgesehen davon zeigten die iNOS KO Mäuse im Gegensatz zu den WT und eNOS 
KO Mäusen keine signifikante Veränderung des Blutdruckes während der 
Diskussion 
 120 
sechswöchigen CIH. Weiterhin war zu den Kontrolltieren kein Unterschied in der 
sechswöchigen Blutdruckentwicklung zu sehen. Dies spricht für eine protektive 
Wirkung der Deletion der iNOS auf die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie unter 
den Bedingungen der CIH. Allerdings hatten die CIH-exponierten iNOS KO Mäuse 
verglichen mit den normoxischen Mäusen dieser Linie in der ersten Woche einen 
signifikant höheren systolischen, diastolischen und mittelarteriellen 
Blutdruckmittelwert. Dieser ist aber mit 5 mmHg nur gering erhöht und somit handelt 
es sich mit großer Wahrscheinlichkeit nur um einen Zufallsbefund, der aufgrund des 
individuellen Blutdruckes jeder Maus zustande kam. 
4.3 Histologisch untersuchte Effekte der CIH auf die WT, iNOS KO 
und eNOS KO Mäuse 
4.3.1 Auswirkungen der CIH auf den Muskularisierungsgrad der kleinen 
pulmonalen Gefäße 
Eine PH, welche im Rahmen eines OSAS auftreten kann, geht mit einer verstärkten 
Muskularisierung der kleinen Gefäße (Ø 20-70µm) einher. Um die Auswirkungen der 
CIH auf das Gefäßremodeling und somit auf die Ausbildung einer PH im Mausmodell 
zu untersuchen, wurden die glatten Muskelzellen mit Anti-α-Aktin Antikörper 
angefärbt und anschließend der Muskularisierungsgrad als Anteil der α-Aktin 
positiven Gefäßwandareale quantitativ ausgewertet. Dies stellt eine etablierte 
Methode zur Detektion des Muskularisierungsgrades der pulmonalen Gefäße dar 
(Revermann 2009; Dahal 2011; Kosanovic 2011). In der vorliegenden Arbeit 
zeigten alle drei Mäusegruppen unter CIH eine signifikante Erhöhung des 
Muskularisierungsgrades der kleinen, pulmonalen Gefäße verglichen mit ihrer 
jeweiligen Kontrollgruppe. Dieser Anstieg des Muskularisierungsgrades sowie die 
Rechtsherzhypertrophie bei den WT Mäusen und den eNOS KO Mäusen als auch 
der erhöhte RVSP, sprechen für die Entwicklung einer PH bei diesen Tieren unter 
den Bedingungen der CIH. Dies konnte auch bereits im Rahmen anderer Studien an 
Mäusen gezeigt werden (Fagan 2001a; Nisbet 2009). Interessanterweise zeigten die 
eNOS KO Mäuse keine stärkere Muskularisierung der kleinen Lungengefäße als die 
WT Mäuse, sondern sogar einen höheren Anteil an nichtmuskularisierten Gefäßen. 
Dieses Ergebnis unterscheidet sich von der bei Steudel et al. gefundenen 
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Entwicklung unter chronischer Hypoxie. Hier war bei den eNOS KO Mäusen nach 
drei Wochen Hypoxie ein größerer Anteil an muskularisierten und ein geringerer 
Prozentsatz an nichtmuskularisierten Gefäßen verglichen mit den WT Mäusen 
(SV129) erkennbar (Steudel 1998). Diese Unterschiede könnten aufgrund der 
unterschiedlichen Hypoxiebedingungen (3 Wochen Hypoxie vs. 6 Wochen CIH) 
sowie durch Stammunterschiede der Mäuse (SV129 vs. C57BL6/J) aufgetreten sein. 
Obwohl die iNOS KO Mäuse keinerlei Entwicklung in Richtung einer links- und/oder 
rechtsventrikulären Hypertrophie des Herzens aufwiesen, war bei diesen Mäusen 
ebenfalls ein signifikanter Anstieg der Muskularisierung der kleinen Lungengefäße zu 
erkennen, welcher allerdings weit (ca. 30%) unter dem der WT Mäuse lag. Wie 
bereits unter 1.3.2 beschrieben sind die Folgen des Remodelings eine Verringerung 
der Compliance sowie eine Erhöhung der rechtsventrikulären Nachlast mit daraus 
resultierender massiver Belastung des rechten Ventrikels (Schermuly 2011). Die 
Ergebnisse der iNOS KO Mäuse sprechen also dafür, dass das Fehlen der iNOS zu 
einem verringerten hypoxieinduzierten Remodeling führt, was protektive Einflüsse 
auf die Entstehung einer Rechtsherzhypertrophie infolge einer erhöhten Nachlast 
hat. 
4.3.2 Auswirkungen der CIH auf den Kollagengehalt der Herzfasern 
Um einer erhöhten Nachlast aufgrund einer Hypertonie entgegenzuwirken, stehen 
dem Herzen eine Reihe von Adaptationsmechanismen zur Verfügung. Auf eine 
gesteigerten Nachlast initiiert das Herz einige Kompensationsmechanismen, darunter 
die Aktivierung des Sympathikus und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems 
(RAAS). Als längerfristiger Kompensationsmechanismus kann eine konzentrische 
Hypertrophie, die als Folge einer Zunahme der Wandstärke entsteht, auftreten. Die 
Aktivierung des RAAS und des Sympathikus führt zu einer Vasokonstriktion mit 
nachfolgender Blutdruckerhöhung, ebenso wie zu einer Steigerung der Herzfrequenz 
und -kontraktilität. Bleibt die Ursache für die Belastung des Herzens längerfristig 
bestehen, so vermag dieses der Belastung nicht mehr standzuhalten, was in einer 
pathologischen Hypertrophie resultiert. Diese ist gekennzeichnet durch ein 
ventrikuläres Remodeling, welches Apoptose, Nekrose, Fibrose und schließlich eine 
kardiale Dysfunktion zur Folge hat (Schneider 2008; Bernardo 2010). Ein Kriterium, 
um den Übertritt der adaptiven (physiologischen) zur maladaptiven (pathologischen) 
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Hypertrophie des Herzens zu charakterisieren ist die Bestimmung des 
Fibrosegrades, da die maladaptive Hypertrophie zu einem Verlust an 
Kardiomyozyten und deren Austausch durch fibrotisches Material führt (Bernardo 
2010). 
Um den Fibrosegrad der Herzen bestimmen zu können wurden die kollagenen 
Fasern der histologischen Schnitte mit Hilfe von "sirius red" rot gefärbt und 
anschließend prozentual ausgewertet. Diese Methode zur Messung des 
Fibrosegrades des Herzens wurde schon in anderen Studien beschrieben 
(Kosanovic 2011; Ramirez 2012). In der hier vorgestellten Arbeit zeigten weder die 
WT noch die iNOS KO Mäuse nach sechswöchiger CIH-Exposition eine 
Veränderung des Kollagengehaltes des linken oder des rechten Ventrikels. 
Gemessen an den normoxischen WT Mäusen war dagegen bei den eNOS KO 
Mäusen schon unter Normoxie eine Erhöhung des Kollagengehaltes zu beobachten, 
der unter CIH noch weiter anstieg. Für den rechten Ventrikel war nach sechs 
Wochen CIH sogar eine signifikante Erhöhung der kollagenen Fasern, verglichen mit 
den normoxischen Kontrolltieren, festzustellen. Diese Ergebnisse erwecken den 
Verdacht, dass die eNOS KO Mäuse schon unter Normoxie Anzeichen einer 
maladaptiven Hypertrophie aufweisen, die sich durch den Stimulus der CIH noch 
verschlechtert. Dieser Verdacht wird zusätzlich durch die physiologischen 
Erkenntnisse, darunter die knockout-induzierte Links- und Rechtsherzhypertrophie 
sowie die Hypertonie untermauert.  
Weiterhin zeigen die gewonnenen Daten, dass die iNOS KO Mäuse keine 
pathologische Herzhypertrophie entwickeln, was mit den physiologischen 
Ergebnissen korreliert. Bemerkenswert ist, dass auch die CIH-exponierten WT 
Mäuse keinerlei Veränderung des Kollagengehaltes, gemessen an ihren Kontrollen, 
entwickeln und insgesamt nur einen geringen Ersatz der Kardiomyozyten durch 
fibrotisches Material (ca. 0,4% Kollagen) zeigen, obwohl diese Tiere sowohl eine 
Hypertonie, als auch eine Rechtsherzhypertrophie aufweisen. Diese Resultate 
sprechen dafür, dass die Tiere sich an die Vorgänge unter CIH langsam und adaptiv 
anpassen können und somit "nur" eine adaptive Herzhypertrophie zeigen. 
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4.4 Echokardiographisch untersuchte Effekte der CIH auf die WT, 
iNOS KO und eNOS KO Mäuse 
Das OSAS ist eine Erkrankung, die mit einem hohen Risiko für kardiovaskuläre 
Morbidität und Mortalität einhergeht (Haruki 2009). Einen großen Einfluss auf das 
kardiovaskuläre Geschehen hat die rechtsventrikuläre Funktion, weshalb es 
notwendig ist, Störungen in der Funktion des rechten Herzens frühzeitig, noch vor 
Entstehung einer PH zu erkennen um einem terminalen Herzversagen 
entgegenzuwirken (Tugcu 2010). Zusätzlich kann die beim OSAS vorkommende 
linksventrikuläre Dysfunktion (Haruki 2009) einen verstärkenden Effekt auf die 
Dysfunktion des rechten Herzens haben (Altekin 2012). Aus diesen Gründen 
könnten die anhand von echokardiographischen Untersuchungen ermittelten 
Parameter (vor allem des rechten Ventrikels), ein möglicher prognostischer Faktor für 
das OSAS des Menschen sein (Tugcu 2010; Uematsu 2010; Altekin 2012). 
Auch für Mäuse ist die transthorakale Echokardiographie eine weitverbreitete 
nichtinvasive Methode zur Bewertung der Herzfunktion und wird mehr und mehr der 
Standard zur Charakterisierung des kardialen Phänotyps transgener Tiere (Roth 
2002). Die in dieser Arbeit errechneten Parameter wurden mittels M-mode, pulsed-
wave-Doppler und tissue-Doppler bestimmt. Diese Methoden wurden bereits in 
anderen Studien für die Bestimmung der systolischen und diastolischen 
linksventrikulären Funktion (Yang 1999; Zhang 2007a; Stypmann 2009; Wu 2010) 
bzw. Rechtsherzfunktion (Hardziyenka 2006; Lindqvist 2008; Kosanovic 2011; 
Kojonazarov 2013) verwendet. 
4.4.1 Auswirkungen der CIH auf die systolische Funktion des Herzens 
Zur Bestimmung der systolischen Funktion des Herzens wurde die TAPSE und die 
peak systolic velocity des linken und rechten Ventrikels sowie die EF, der CO und 
der CI herangezogen. 
Hierbei zeigte sich, dass CIH nur bei den eNOS KO Mäusen zu einer 
Verschlechterung der systolischen Funktion des Herzens führt, wohingegen sowohl 
die WT, als auch die iNOS KO Mäuse keinerlei signifikante Änderung der Werte, 
verglichen mit ihren jeweiligen Kontrollen, erkennen ließen. Dieses Ergebnis war bei 
allen ermittelten Parametern zu finden. Im Gegensatz zu den Resultaten der WT 
Mäuse ist bei OSAS-Patienten eine eingeschränkte rechtsventrikuläre Funktion, 
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errechnet an der Erniedrigung der TAPSE zu beobachten, wie sie auch bei den 
eNOS KO Mäusen zu finden war. Weiterhin konnte bei dieser Studie eine 
Verschlechterung der Herzfunktion mit zunehmendem Schweregrad des OSAS, 
gemessen am AHI ermittelt werden (Altekin 2012). Die Unterschiede zwischen 
Menschen und Mäusen könnten aufgrund von Speziesunterschieden oder der 
Tatsache, dass die Mäuse in Narkose gemessen wurden hervorgerufen werden. 
4.4.2 Auswirkungen der CIH auf die diastolische Funktion des Herzens 
Als Parameter für die Bestimmung der diastolischen Funktion des Herzens diente die 
IVRT, die für beide Herzkammern ermittelt wurde sowie die für den linken Ventrikel 
berechneten LV E’/A’ peak diastolic velocities. 
Anhand dieser Parameter konnte nach sechs Wochen CIH sowohl bei den WT 
Mäusen als auch bei den eNOS KO Mäusen eine verminderte diastolische 
Herzfunktion beobachtet werden, wohingegen die iNOS KO Mäuse keine 
Veränderung zeigten. Vergleicht man die errechneten Werte der normoxischen 
eNOS KO Mäuse mit denen der WT Mäuse, so kann bei den eNOS KO Mäusen 
bereits unter Normoxie eine Herabsetzung der links- und rechtsventrikulären 
diastolischen Herzfunktion festgestellt werden, die sich jedoch unter CIH nicht weiter 
verschlechterte. 
Diese Ergebnisse der WT Mäuse hinsichtlich der LV IVRT und der LV E’/A’ peak 
diastolic velocities stimmen mit denen von Patienten, die unter OSAS leiden überein. 
Es konnte auch bei Patienten mit OSAS, verglichen mit gesunden Personen, eine 
Erhöhung der linksventrikulären IVRT beobachtet werden, was für eine 
beeinträchtigte Relaxation und somit eine verminderte Funktion des linken Ventrikels 
spricht (Altekin 2012). Dies konnte durch eine Studie von Haruki et al. bestätigt 
werden, die bei Menschen mit OSAS ebenfalls eine verminderte Relaxation des 
linken Herzens, gekennzeichnet durch die verringerten LV E’/A’ peak diastolic 
velocities fanden (Haruki 2009). 
4.4.3 Auswirkungen der CIH auf die globale Funktion des Herzens 
Um die globale Funktion des Herzens zu ermitteln, wurde der MPI sowohl des linken 
als auch des rechten Ventrikels berechnet. Anhand dieses Parameters ist es 
möglich, Aussagen über die systolische und die diastolische Herzfunktion zu 
machen. Dabei scheint der MPI sowohl von Einflüssen des arteriellen Blutdruckes, 
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gekennzeichnet durch die Nachlast, als auch von der Herzfrequenz unabhängig zu 
sein (Schulte 2004; Stypmann 2009). 
Nach sechs Wochen CIH zeigten sowohl die WT Mäuse als auch die eNOS KO 
Mäuse im Gegensatz zu ihren Kontrollgruppen eine verminderte globale 
Herzfunktion, wohingegen bei den iNOS KO Mäusen keine Veränderung 
festzustellen war. Zusätzlich war bei den eNOS KO Mäusen schon unter Normoxie 
eine herabgesetzte Herzfunktion erkennbar, wenn man deren Werte mit denen der 
normoxischen WT (nur LV) bzw. iNOS KO Mäuse (LV und RV) vergleicht. Diese 
Beeinträchtigung der globalen Funktion des Herzens der eNOS KO Mäuse verstärkte 
sich noch, wenn die Tiere den Bedingungen der CIH ausgesetzt waren. 
Ähnliche Ergebnisse lassen sich auch bei Menschen, die unter OSAS leiden finden. 
In einer Studie von Altekin et al. zeigten Patienten mit OSAS im Gegensatz zu 
gesunden Probanden einen erhöhten MPI und damit eine herabgesetzte links- und 
rechtsventrikuläre Herzfunktion, die mit der Schwere der Erkrankung weiter zunahm 
(Altekin 2012). 
4.4.4 Interpretation der echokardiographisch ermittelten Daten  
Im Falle der WT Mäuse war nach sechs Wochen CIH eine verminderte Relaxation 
(diastolische Funktion) des linken, ebenso wie des rechten Herzens, bei noch 
erhaltener Kontraktilität und Pumpfunktion (systolische Funktion) zu sehen. Obwohl 
die echokardiographisch ermittelten Parameter zur Bestimmung der systolischen 
Funktion der WT Mäuse keine signifikante Verschlechterung des Herzens erkennen 
ließen, war bei diesen Tieren eine Beeinträchtigung der globalen Herzfunktion, 
gekennzeichnet durch die Erhöhung des MPI festzustellen. Ein wichtiger Parameter 
zur Berechnung des MPI ist die IVRT. Somit kann die Erhöhung des MPI bei den 
CIH-exponierten WT Mäusen aus der Verlängerung der IVRT resultieren, was auch 
schon in einer Studie an Menschen mit isolierter diastolischer Dysfunktion 
beobachtet wurde (Lakoumentas 2005). Demnach kann man trotz der 
Verschlechterung des MPI davon ausgehen, dass die WT Mäuse nur eine 
diastolische Dysfunktion entwickeln, zumal die systolische Funktion der Herzen 
dieser Tiere unverändert war, erkennbar an den Parametern TAPSE und peak 




Diese echokardiographisch gewonnen Daten stimmen mit den physiologischen 
Ergebnissen überein und führen zu der Vermutung, dass die WT Mäuse während 
einer sechswöchigen CIH eine diastolische Dysfunktion des Herzen entwickeln, 
hervorgerufen durch die arterielle und pulmonale Hypertonie mit einhergehender 
Rechtsherzhypertrophie. 
Die CIH-exponierten eNOS KO Mäuse weisen eine verschlechterte systolische und 
diastolische Herzfunktion auf, wobei die diastolische Funktionsminderung auch 
schon bei den eNOS KO Mäusen zu sehen ist, die unter normoxischen Bedingungen 
gehalten wurden. Diese Daten und die physiologischen und histologischen Daten 
zusammengefasst zeigen, dass die eNOS KO Mäuse infolge des knockouts eine 
herabgesetzte diastolische Herzfunktion entwickeln, welche mit einer maladaptiven 
Herzhypertrophie, charakterisiert durch den Fibrosegrad des Herzens und einer 
arteriellen Hypertonie einhergeht. Zusätzlich weisen die echokardiographisch 
ermittelten Parameter und der Fibrosegehalt darauf hin, dass sich unter den 
Bedingungen der CIH die Herzleistung und das kardiale Remodeling weiter 
verschlechtern. 
Dafür, dass die Deletion von eNOS zu einer Dysfunktion des Herzens führt sprechen 
auch die Daten von Shibata et al., die bei eNOS KO Mäusen eine spontane 
Linksherzhypertrophie mit assoziierter diastolischer Dysfunktion des Herzen und 
Hypertonie infolge des knockouts beobachtet haben (Shibata 2010). Entsprechende 
Ergebnisse waren auch bei Rütten et al. zu sehen, in deren Studie eNOS KO Mäuse 
aufgrund des bandings der Aorta abdominalis einen erhöhten Grad der Fibrose und 
der Myozytenhypertrophie im Vergleich mit den WT Mäusen zeigten. Auch in dieser 
Studie entwickelten die Tiere eine schwächere systolische Dysfunktion und eine 
stärkere diastolische Dysfunktion, was mit den in dieser Arbeit ermittelten Daten 
übereinstimmt (Ruetten 2005).  
Im Gegensatz zu den WT und eNOS KO Mäusen blieb die Herzfunktion der iNOS 
KO Mäuse unter CIH vollständig erhalten. Dies korreliert auch mit den physiologisch 
und histologisch ermittelten Daten und spricht dafür, dass die Deletion von iNOS eine 
protektive Wirkung auf das kardiovaskuläre Remodeling unter den Bedingungen der 
CIH hat. Kardioprotektive Eigenschaften der iNOS-Deletion konnte auch in anderen 
Studien beobachtet werden. So fanden Dias et al. bei iNOS KO Mäusen mit 
Herzhypertrophie, hervorgerufen durch Aortenbanding eine verzögert auftretende 
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Erhöhung der hypertrophen Genmarker und der kontraktilen Dysfunktion (Dias 
2010). Weiterhin zeigten Zhang et al. bei der TAC (transverse aortic constriction)-
induzierten Linksherzhypertrophie, dass iNOS KO Mäuse eine geringere 
Hypertrophie, Dilatation, Fibrose und Dysfunktion aufweisen als WT Mäuse. 
Weiterhin zeigte diese Arbeitsgruppe, dass TAC mit einer erhöhten Produktion von 
ROS einhergeht. Dies ließ die Vermutung zu, dass iNOS eine Quelle für die erhöhte 
Superoxidbildung ist und somit für den erhöhten oxidativen Stress der WT Mäuse 
und der damit einhergehenden verschlechterten Herzfunktion verantwortlich ist 
(Zhang 2007b). 
4.5 Molekularbiologische Untersuchungen 
4.5.1 Genexpression der Enzyme eNOS und iNOS  
Im Zuge der molekularbiologischen Untersuchungen wurde zunächst mittels RT-
PCR- Analyse ein Screening der entnommenen Gewebe durchgeführt um einen 
Einblick in die Expression und Regulation der zu untersuchenden Gene zu 
bekommen. Dabei wurde Gewebe der normoxischen und CIH-exponierten WT 
Mäuse untersucht. Weder eNOS noch iNOS waren im Gewebehomogenat der 
Lungen, der linken Ventrikel, der A. pulmonalis sowie der A. renalis auf mRNA-
Ebene reguliert. Allerdings war im Falle des rechten Ventrikels und der Aorta unter 
CIH eine signifikant niedrigere mRNA-Expression beide Gene betreffend zu sehen. 
Weiterhin zeigte die A. carotis und die A. femoralis unter CIH-Exposition eine 
Heraufregulation von eNOS (A. carotis) bzw. von beiden Genen (A. femoralis). 
Dieser Unterschied in der Genregulation in den verschiedenen Gefäßen kann unter 
Umständen durch deren besonderen Aufbau erklärt werden. So unterscheidet man 
zwischen Arterien des elastischen Typs (Aorta, A. carotis communis), die herznah 
liegen und denen des muskulären Typs (A. femoralis). Mit zunehmendem Abstand 
vom Herzen nimmt die Muskelschicht der Arterien zu und der kollagene Anteil der 
Intima ab, so dass die herzfernen Gefäße durch eine dicke Muskelschicht und eine 
geringe Bindegewebsschicht gekennzeichnet sind (Linß 1998; Weyrauch 1998; 
Frömke 2006). Möglicherweise ist die Lokalisation von eNOS und iNOS in den 
Wandschichten unterschiedlich stark ausgeprägt, wodurch es zu einer Änderung der 
Expression kommen kann. Zwar stimmen die in dieser Arbeit ermittelten 
Unterschiede in der Genexpression nicht vollkommen mit den verschiedenen 
Diskussion 
 128 
Arterientypen überein, allerdings kann ein Einfluss auf die Genexpression dadurch 
nicht ausgeschlossen werden. Um den genauen Anteil von eNOS oder iNOS in der 
Gefäßschicht zu lokalisieren müssten weiterführende Analysen (z.B. 
immunhistochemische Färbung) durchgeführt werden. 
In der vorliegenden Arbeit war keine Regulation der eNOS- und iNOS-mRNA-
Konzentration der Lunge und des linken Ventrikel, dafür aber eine Herunterregulation 
im rechten Ventrikel für beide Isoformen detektierbar. Diese Entwicklung stimmt nicht 
mit den in anderen Studien gewonnenen Ergebnissen überein. So fanden Fagan et 
al. in einer Studie mit Mäusen, die von Geburt an sechs Wochen unter chronischer 
hypobarer Hypoxie gehalten wurden, eine Erhöhung des eNOS- und iNOS 
Expressionswertes in der Lunge verglichen mit normoxischen Kontrolltieren (Fagan 
2001b). 
Eine weitere Studie an Ratten, die für 30 min unter hypobarer Hypoxie und 
anschließend für eine unterschiedliche Zeitdauer (0, 2, 12, 24, 48, 72 h, und 5 Tage) 
in Normoxie gehalten wurden, zeigte für Lungengewebe eine Hochregulation der 
eNOS nach 0h und 2h Reoxygenierung sowie der iNOS nach 2h, 12h und 24h 
Normoxie. Für die anderen Reoxygenierungszeiten sanken die Expressionswerte auf 
das Basalniveau der Kontrollen ab und zeigten keine weitere Veränderung (Rus 
2010). Ähnliche Ergebnisse konnte diese Arbeitsgruppe auch für das Herz 
beobachten. Hierfür war ein signifikanter Anstieg der iNOS und eNOS-Expression 
direkt nach Exposition in akuter, hypobarer Hypoxie festzustellen, der anschließend 
ebenfalls auf das Basalniveau zurücksank und keine Regulation der anderen 
Reoxygenierungszeiten erkennen ließ (Rus 2011). Die NO-Synthasen werden also 
sowohl in der Lunge als auch im Herzen während akuter Hypoxie hochreguliert und 
anschließend wieder herunterreguliert. Unterschiede der genannten zu der eigenen 
Studie liegen insbesondere darin, dass hier die CIH zur Anwendung kommt und dass 
diese zu Veränderungen in der NOS-Regulierung führen kann. So kann z.B. der 
Stimulus einer sechswöchigen chronischen, hypobaren Hypoxie wesentlich stärker 
sein als der einen intermittierenden, normobaren Hypoxie. Weiterhin kann der Reiz in 
der akuten Phase der Hypoxie eine andere Reaktion hervorrufen als die CIH. Ferner 
ist die Hochregulation der eNOS- und iNOS-mRNA-Expression von der 
anschließenden Reoxygenierungszeit abhängig, wie die Studien von Rus et al. 
zeigten (Rus 2010; Rus 2011). 
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4.5.2 Proteinexpression der Enzyme eNOS und iNOS  
Da es infolge von transkriptionalen, posttranskriptionalen und posttranslationalen 
Regulationen zu einer Beeinflussung der Expression von mRNA und Proteinen 
kommen kann (z.B. Scherkräfte (eNOS), Phosphorylierung, Glykosilierung 
(Korhonen 2007; Balligand 2009) sind PCR-Analysen nicht ausreichend, um 
gesicherte Aussagen über die Regulation der eNOS- und iNOS-Expression zu 
treffen. Aus diesem Grund wurde als nächster Schritt dieser Arbeit westernblot-
Analysen von Lunge, linkem und rechtem Ventrikel der WT Mäuse durchgeführt. Auf 
die Gefäßanalysen wurde in diesem Fall verzichtet, da zur Detektion der eNOS- und 
iNOS-Bande eine große Menge Protein (100-150µg) geladen werden musste, was 
anhand der geringen Gefäßmenge nicht möglich war. Auch auf Proteinebene waren 
weder eNOS noch iNOS im Lungenhomogenat der CIH-exponierten Mäuse reguliert. 
Die westernblot-Analyse von eNOS für die Lunge stimmt mit den Ergebnissen von 
Fagan et al. überein. Hier zeigten Mäuse, die von Geburt an sechs Wochen unter 
chronischer hypobarer Hypoxie gehalten wurden keine signifikante Erhöhung des 
eNOS-Expressionswertes in der Lunge, verglichen mit den normoxischen 
(Umgebungsbedingungen) Kontrolltieren. Allerdings war bei den Mäusen dieser 
Studie, die hyperbarer Normoxie (Meereshöhe) ausgesetzt waren ein geringerer 
eNOS-Expressionswert als bei Tieren unter normobarer Normoxie 
(Umgebungsbedingungen) festzustellen (Fagan 2001b). Andere Ergebnisse zeigte 
die Studie von Li et al., bei der C57BL/6J Mäuse sechs Tage lang in normobarer 
Hypoxie (10% O2) bzw. Normoxie gehalten wurden. Die hypoxischen Mäuse wiesen 
für eNOS und für iNOS eine Erhöhung der Proteinexpression, verglichen mit den 
normoxischen Tieren auf (Li 2001). Im Gegensatz dazu zeigten Ratten in 
normobarer Hypoxie (10-11% O2) nach einer Woche keine Veränderung des eNOS-
Expressions-wertes. Nach dreiwöchiger Hypoxieexposition war jedoch ein Anstieg 
der eNOS in der Lunge zu beobachten (Murata 2005). Dieses Ergebnis wurde durch 
Le Cras et al. bestätigt, die bei Ratten nach drei Wochen Hypoxie (10% O2) 
gegenüber den normoxischen Tieren einen Anstieg der eNOS und der iNOS im 
Lungenhomogenat gefunden haben (Le Cras 1996). 
Die bereits unter 4.5.1 erwähnte Studie von Rus et al., die Ratten für 30 min unter 
hypobarer Hypoxie und anschließend für eine unterschiedliche Zeitdauer (0, 2, 12, 
24, 48, 72 h, und 5 Tage) in Normoxie gehalten haben, zeigte auch für die 
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Proteinexpression eine zeitlich abhängige Regulation. Im Falle der eNOS war für das 
Lungengewebe eine Hochregulation nach 0h Reoxygenierung zu sehen, die 
anschließend auf das normoxische Basalniveau zurückfiel und keine weitere 
Veränderung zeigte. Die iNOS wies erst nach 48h Normoxie einen Anstieg im 
Expressionswert des Lungengewebes auf, der sich für die weiteren Zeitpunkte von 
72h und fünf Tagen weiter erhöhte (Rus 2010). Weiterhin zeigte diese Arbeitsgruppe 
für das gesamte Herz eine Hochregulation der eNOS nach einer 
Reoxygenierungszeit von 0h, 2h und 12h sowie der iNOS für alle gemessen 
Zeitpunkte (Rus 2011). Auch eine Studie von Grilli et al. beobachtete bei Ratten, die 
für eine oder zwei Wochen der Hypoxie (10%O2) ausgesetzt waren, eine erhöhte 
iNOS-Proteinexpression im Herzen (Grilli 2003). Diese Resultate stimmen mit den in 
der vorliegenden Arbeit beobachteten Ergebnissen überein. Hierbei war die 
Proteinexpression von eNOS und iNOS in den linken Ventrikeln sowie in den rechten 
Ventrikeln (nur iNOS) der CIH-exponierten Mäuse signifikant höher als bei den 
normoxischen Kontrolltieren. 
Die Unterschiede der aufgeführten Studien in den Expressionswerten der Lunge zu 
der eigenen Studie liegen insbesondere darin, dass für die vorliegende Arbeit die 
CIH verwendet wurde und dass diese zu Unterschieden in der NOS-Regulierung 
führen kann. Weiterhin weisen die verschiedenen Experimente eine andere 
Zeitkinetik der Hypoxie und Reoxygenierung sowie unterschiedliche 
Sauerstoffpartial- und Luftdrücke auf. So fanden Snow et al. heraus, dass die eNOS-
Proteinexpression in intrapulmonalen Arterien bei Ratten, die zwei Wochen 
intermittierender hypokapnischer Hypoxie (5% O2 alle 90 sec) und chronischer 
hypobarer Hypoxie (12% O2) ausgesetzt waren im Vergleich zu den normoxischen 
Tieren signifikant erhöht war, wohingegen keine Regulation unter den Bedingungen 
der intermittierenden, eukapnischen Hypoxie (5% O2 alle 90 sec) zu beobachten war 
(Snow 2008). Des Weiteren scheint die Hochregulation der eNOS- und iNOS-
Proteinexpression des Herzens nach Reoxygenierung länger anzudauern als in der 
Lunge. Dadurch weisen möglicherweise die Ergebnisse mehrerer Studien die 
Expressionswerte des Herzens betreffend eine größere Homogenität auf. Auch 
besteht das Lungenhomogenat aus mehreren verschiedenen Zelltypen, welche 
Unterschiede in der Expression von eNOS oder iNOS zeigen können. So ist bereits 
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bekannt, dass die Regulation der iNOS-Expression spezies- und zelltypabhängig ist 
(Pautz 2010). 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in dieser Arbeit keine Regulation von 
eNOS oder iNOS in der Lunge festgestellt werden konnte, jedoch für das Herz 
sowohl eine Hochregulation der iNOS, als auch der eNOS (nur im linken Ventrikel) 
der WT Mäuse zu finden war. Dieses Resultat spricht dafür, dass die exzessive 
iNOS-Produktion unter CIH einen schädlichen Effekt auf das Herz hat. Ein solcher 
negativer Effekt der iNOS auf das Herz wurde bereits in der Literatur beschrieben 
(Satoh 1997; Mungrue 2002; Liu 2005; Zhang 2007b) und kann dadurch erklärt 
werden, dass iNOS, als Quelle für eine exzessive NO-Produktion und der damit 
einhergehenden ROS-Bildung, einen enormen Einfluss auf die Entstehung von 
oxidativem Stress hat (Liu 2005; Zhang 2007b; Jelic 2008). Hierbei kommt es nach 
dem Einsetzen des Stimulus (inflammatorischer Reiz, Endotoxine und Cytokine) zu 
einer übermäßigen NO-Produktion mit einhergehender Bildung von ROS, darunter 
Peroxynitrit und Superoxid. Da iNOS auch in Herzmyozyten exprimiert ist kann es 
anhand von diesen Radikalen zu einer Schädigung des Herzens kommen (Liu 
2005). 
Die Hochregulation von eNOS im linken Ventrikel kann ebenfalls entscheidend zur 
Entwicklung eines kardialen Phänotyps beitragen. Wie bereits unter 1.6 beschrieben 
hat NO unter normalen Bedingungen eine vasoprotektive Funktion, die aufgrund 
mehrerer Faktoren (NO-Inaktivierung, BH4-Mangel, eNOS-Entkopplung) im Rahmen 
der endothelialen Dysfunktion in eine gefäßschädigende Wirkung umschlagen kann 
(Vásquez-Vivar 1998; Förstermann 2006). Eine solche Hochregulation der eNOS 
wurde auch schon bei anderen kardiovaskulären Erkrankungen in Gegenwart von 
oxidativem Stress sowie einer erniedrigten NO-Verfügbarkeit beobachtet 
(Bouloumié 1997; Bauersachs 1999; Patt 2010) und führt zu der Vermutung, dass 
die endotheliale Dysfunktion nicht mit einer geringeren eNOS-Expression 
einhergehen muss (Patt 2010).  
Der Zusammenhang zwischen der Entwicklung eines kardialen Phänotyps und der 
Hochregulation der iNOS-Expression sowie der Entstehung von oxidativem Stress 
und NO-Inaktivierung unter CIH muss aufgrund der in dieser Arbeit gewonnenen 
Daten rein spekulativ bleiben. Um genaue Aussagen über die NO-und ROS-
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Produktion unter CIH machen zu können wären weitere Untersuchungen nötig (ROS-
Messung, NO-Messung, Immunhistochemie). 
4.6 Resümee der kardialen Befunde 
Die vorliegende Arbeit demonstriert, dass eNOS und iNOS eine wichtige Funktion in 
der Pathogenese des OSAS und den damit einhergehenden Herzkreislauf-
Erkrankungen darstellt. So konnte für die WT und eNOS KO Mäuse gezeigt werden, 
dass sie unter CIH eine arterielle (nur WT) und pulmonale Hypertonie entwickeln, die 
mit einer Dysfunktion des linken und rechten Ventrikels sowie einer 
Rechtsherzhypertrophie einhergeht. Weiterhin führt die Deletion der iNOS zu einer 
Protektion der Herzfunktion und zu einem weniger stark ausgeprägten pulmonalen 
Remodeling. Die erhöhte Proteinexpression von iNOS und in geringerem Maße auch 
von eNOS im Herzen der CIH-exponierten WT Mäuse impliziert, dass diese 
Isoformen aufgrund ihres Beitrags zur Entstehung von oxidativem Stress und 
endothelialer Dysfunktion entscheidend an der Ausbildung des kardialen Phänotyps 






Das obstruktive Schlafapnoe-Syndrom des Menschen ist eine weitverbreitete 
Erkrankung, die durch Episoden intermittierender Hypoxämie charakterisiert ist. 
Chronisch intermittierende Hypoxie ist ein wichtiger Risikofaktor für die Entstehung 
kardiovaskulärer Erkrankungen, darunter arterielle und pulmonale Hypertonie. Die 
PH ist eine schwerwiegende Erkrankung mit schlechter Prognose, die in einer 
kardialen Dysfunktion mit terminaler rechtsventrikulärer Dekompensation gipfeln 
kann. Weiterhin kann systemischer Bluthochdruck zu einer linksventrikularen 
Hypertrophie führen, die zu einer systolischen und diastolischen Einschränkung der 
Herzfunktion mit nachfolgender Herzinsuffizienz führen kann. Momentan ist noch 
keine medikamentöse Therapie zur Behandlung des OSAS verfügbar. Die 
derzeitigen Behandlungsmethoden führen zwar zu einer Verbesserung der 
Symptome, jedoch ist darunter keine Therapie, die von allen Patienten akzeptiert 
wird und die die Ursachen der Entstehung der Herzkreislauferkrankung, der 
wesentlichen Todesursache, beseitigt.  
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle von eNOS und iNOS in der 
Pathogenese der Herzkreislauferkrankung, darunter die arterielle und pulmonale 
Hypertonie, bei dem Krankheitsbild OSAS aufzuklären. Dazu wurden eNOS  und 
iNOS KO Mäuse im Tiermodell der chronisch intermittierenden Hypoxie untersucht. 
Tägliche Blutdruckmessungen, echokardiographische und histologische 
Untersuchungen sowie die Ermittlung unterschiedlicher Parameter zur Analyse der 
Herzhypertrophie zeigten, dass eNOS KO Mäuse bereits unter Normoxie eine 
Dysfunktion des Herzens aufweisen, welche sich unter CIH weiter verschlechtert. 
Weiterhin zeigen diese Mäuse schon zu Beginn der Studie eine Hypertonie, welche 
sich allerdings unter CIH-Exposition nicht weiter verstärkte. Stattdessen war ein 
Blutdruckabfall, besonders des systolischen Blutdruckes zu erkennen. Allerdings 
ging dem Blutdruckabfall der CIH-exponierten eNOS KO Mäuse ein leichter Anstieg 
des Blutdruckes (insbesondere des diastolischen Blutdruckes) voraus. Im Gegensatz 
zu den Ergebnissen der eNOS KO Mäuse führte die Deletion von iNOS im 
Mausmodell der CIH zu einer protektiven Wirkung auf die Entwicklung einer 
arteriellen Hypertonie bzw. eines kardialen Phänotyps. Außerdem zeigten die 
morphologische Analysen der Lungengefäße, dass die iNOS KO Mäuse ein 
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geringeres pulmonales Remodeling aufweisen und damit eine weniger stark 
ausgeprägte PH entwickeln als die WT Mäuse. Die positive Wirkung der Deletion von 
iNOS auf das Herz wird durch die Ergebnisse der westernblot-Analysen noch 
erhärtet. So spricht die erhöhte Proteinexpression von iNOS und in geringerem Maße 
auch von eNOS im Herzen dafür, dass die Überexpression dieser Isoformen im 




6. Summary  
Obstructive sleep apnoea syndrome is a common disorder which is characterized by 
intermittent episodes of hypoxemia. Chronic intermittent hypoxia is an important risk 
factor for the pathogenesis of cardiovascular diseases like high systemic blood 
pressure and PH. Pulmonary hypertension is a severe disease with poor prognosis 
which can result in dysfunction and ultimately decompensation of the right heart. 
Furthermore, systemic hypertension can cause left ventricular hypertrophy, which 
can lead to a reduction of systolic and diastolic cardiac function with subsequent 
heart failure. To date, no drug therapy for the treatment of OSAS exists. Current 
treatments improve symptoms, but there is no therapy that is accepted by all patients 
and that eliminates cardiovascular disease, the main cause of death of OSAS 
patients.  
The aim of the present study was to investigate the role of eNOS and iNOS in the 
pathogenesis of cardiovascular disease, including pulmonary and systemic 
hypertension due to OSAS. For that purpose eNOS and iNOS knockout mice were 
investigated in an animal model of chronic intermittent hypoxia, a commonly used 
model to study OSAS. Daily blood pressure measurements, echocardiographic and 
histological studies, as well as the determination of different heart ratios showed that 
eNOS knockout mice exhibit a dysfunction of the heart in normoxia, which worsens 
further under conditions of CIH. In contrast, the deletion of iNOS in the mouse model 
of CIH leads to a protective effect on the development of systemic hypertension and 
cardiac function. Furthermore, the morphological analyses of pulmonary vessels 
reveal that iNOS knockout mice have minor pulmonary remodeling and therefore 
develop a less severe PH than WT mice. The positive effect on the heart, caused by 
deletion of iNOS, was confirmed by the results of the protein expression analysis. 
Thus, the increased protein expression of iNOS and to a lesser extent of eNOS in the 
heart suggests that the development of the cardiac phenotype concerning OSAS 
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